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Resumo
Este trabalho consiste no desenvolvimento e uso de um fotobiorreator automatizado
para o estudo da dinaˆmica de crescimento de microalgas. Com ele, os paraˆmetros f´ısicos e
qu´ımicos que condicionam o desenvolvimento da cultura podem ser controlados de forma
precisa e autoˆnoma a partir de um programa de controle. Como exemplo do uso do
dispositivo e das metodologias desenvolvidas, foi feito um estudo detalhado da dinaˆmica de
crescimento da microalga Nannochloropsis oceanica em func¸a˜o da temperatura e do padra˜o
de iluminac¸a˜o. Neste estudo foram feitas medidas relacionadas a` taxa de crescimento, a
mudanc¸as no espectro de absorc¸a˜o da cultura e de sua interac¸a˜o com gases de interesse.

Abstract
This work is based on the development and use of an automated photobioreactor for
the study of microalgae growth dynamics. With it, the physical and chemical parameters
that condition the development of the culture can be controlled in a precise and auto-
nomous way based on a control software. As an example of the use of the device and
the methodologies that were developed, a detailed study of the growth dynamics of the
microalgae Nannochloropsis oceanica was carried out as a function of temperature and
lighting pattern. In this study, measurements concerning the growth rate, changes in the
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Cap´ıtulo 1
Introduc¸a˜o
Nas u´ltimas de´cadas houve um nota´vel desenvolvimento da biotecnologia aplicada.
Neste contexto, a sutil transic¸a˜o entre fenoˆmenos f´ısicos, qu´ımicos e biolo´gicos e´ de fun-
damental importaˆncia. Te´cnicas experimentais capazes de medir fenoˆmenos nessas di-
menso˜es sa˜o desafios tecnolo´gicos especialmente importantes para realizac¸o˜es cient´ıficas e
tecnolo´gicas cada vez mais promissoras.
Existem diversos exemplos de fenoˆmenos importantes nessa zona de transic¸a˜o entre
a´reas do conhecimento e, entre eles, a fotoss´ıntese se destaca [1–4]. A sua importaˆncia
para a vida na Terra e´ enorme. A fotoss´ıntese e´ o principal processo de transformac¸a˜o
de energia na biosfera e a principal fonte do oxigeˆnio molecular atmosfe´rico [5] utilizado
na respirac¸a˜o. Sem ela, os animais e demais seres heterotro´ficos seriam incapazes de
existir, visto que na base da maioria das cadeias alimentares conhecidas se encontram
organismos fotossintetizantes. Na˜o e´ exagero dizer que estes organismos “comem” o Sol
para, posteriormente, serem comidos por outros.
Entre os va´rios organismos fotossintetizantes conhecidos, as microalgas tem recebido
enorme atenc¸a˜o tanto da comunidade acadeˆmica como da indu´stria, devido ao seu papel
fundamental na ecologia terrestre e aos poss´ıveis impactos econoˆmicos dos produtos delas
derivados [6–10]. Ha´ milhares de anos, esses organismos sa˜o parte fundamental de diversas
cadeias alimentares e atuam como protagonistas na regulac¸a˜o da composic¸a˜o molecular da
atmosfera terrestre. Elas contribuem com aproximadamente 50% do oxigeˆnio da atmosfera
do planeta, ale´m de serem as fontes originais do carbono fo´ssil encontrado no petro´leo
e no ga´s natural. Isso tudo se deve ao fato das algas serem os produtores prima´rios
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nos oceanos, rios e lagos, que cobrem 70% da superf´ıcie terrestre. Nos u´ltimos anos ficou
claro o potencial desses organismos na produc¸a˜o de biocombust´ıveis, alimentos, compostos
qu´ımicos especiais e no tratamento de efluentes.
Estima-se a existeˆncia de mais de 70 mil espe´cies de microalgas distribu´ıdas entre os di-
versos ambientes aqua´ticos do planeta. Dessas, mais de 30 mil ja´ foram descritas [11, 12]
e as espe´cies do geˆnero Nannochloropsis teˆm recebido particular atenc¸a˜o [13–21]. Elas
sa˜o pequenas esferas de aproximadamente 5 µm de diaˆmetro sem qualquer caracter´ıstica
morfolo´gica particular, sendo distingu´ıveis atrave´s de sequenciamento gene´tico [22–24].
Teˆm como caracter´ısticas a auseˆncia das clorofilas B e C, a presenc¸a de grandes con-
centrac¸o˜es de pigmentos auxiliares (carotenoides) como a astaxantina, a zeaxantina e
a cantaxantina, e sa˜o capazes de acumular grandes quantidades de a´cidos graxos poli-
insaturados [11, 12, 25–31]. Atualmente essas microalgas sa˜o utilizadas na alimentac¸a˜o
enriquecida para larvas de peixes e rot´ıferos, e na produc¸a˜o de biocombust´ıveis.
O Brasil possui uma longa costa (10.959 km no total), aproximadamente 12% das reser-
vas de a´gua doce de todo o mundo, recebe uma incideˆncia solar me´dia de 8-12 MJ/m2/dia,
possui tambe´m uma flora riqu´ıssima e 3.496 espe´cies catalogadas de algas [32]. Atual-
mente, o pa´ıs conta com mais de 40 laborato´rios e instituic¸o˜es onde culturas de algas
(microalgas, macroalgas e cianobacte´rias) sa˜o mantidas. Entre essas localidades, cinco
contam com bancos superiores a 150 cepas [33, 34]. Empresas brasileiras com a Petro-
bras e a Embrapa veˆm conduzindo iniciativas paralelas com o objetivo de caracterizar e
domesticar algas nativas produtivas. Enquanto o foco principal da Petrobras e´ voltado
para microalgas marinhas para a produc¸a˜o de biodiesel, a Embrapa direciona suas pes-
quisas a` caracterizac¸a˜o de recursos gene´ticos provenientes de microalgas continentais e ao
estabelecimento, a longo prazo, de um programa de produc¸a˜o de biocombust´ıveis e biopro-
dutos [35]. Ale´m disso, estudos focados em cepas nativas relatam o isolamento de cepas
de Chlorella com uma produc¸a˜o de lip´ıdios de ate´ 200 mg/L/dia, o que se compara a`s
espe´cies mais promissoras ja´ isoladas em outras partes do mundo, como a Nannochloropsis
gadinata e a Nannochloropsis salina [14, 36].
Nesse contexto, o desenvolvimento de instrumentos e te´cnicas voltados para o estudo
de microalgas sa˜o passos importantes na direc¸a˜o da realizac¸a˜o de diversas maravilhas bio-
tecnolo´gicas associadas a` fotoss´ıntese. Fotobiorreatores (FBRs) sa˜o dispositivos utilizados
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para o cultivo controlado de microalgas, o que permite o estudo preciso da dinaˆmica de
crescimento da cultura. Dependendo dos objetivos a serem alcanc¸ados, eles podem ter
diferentes formas, utilizar diferentes tipos de materiais e possuir diferentes graus de com-
plexidade. Ale´m do uso em pesquisa e desenvolvimento, fotobiorreatores podem ser utili-
zados como sistemas autoˆnomos para o cultivo de microalgas em condic¸o˜es configura´veis.
Este trabalho consiste no desenvolvimento de um fotobiorreator automatizado, plane-
jado e constru´ıdo inteiramente no aˆmbito desta tese no Instituto de F´ısica da Universi-
dade de Bras´ılia. Tal dispositivo possibilita o controle preciso e automatizado de diversos
paraˆmetros f´ısicos e qu´ımicos que condicionam o desenvolvimento de uma cultura de mi-
croalgas. Ele funciona a partir de sensores e atuadores que sa˜o correlacionados entre si via
algoritmos de computador. Com ele, e´ poss´ıvel investigar de forma precisa, sistema´tica
e reprodut´ıvel diversos aspectos importantes da dinaˆmica de crescimento de uma cultura
de microalgas, tais como a taxa de crescimento, mudanc¸as no espectro de absorc¸a˜o da luz
e interac¸a˜o da cultura com gases de interesse.
A linha de pesquisa descrita nesta tese e´ essencialmente experimental e os seus prin-
cipais objetivos consistem em:
• Projetar e construir um fotobiorreator automatizado que seja altamente configura´vel,
de simples manutenc¸a˜o e baixo custo;
• Desenvolver metodologias que permitam o estudo da dinaˆmica de crescimento de
microalgas a partir do aparato experimental desenvolvido;
• Utilizar o fotobiorreator e as metodologias desenvolvidas no estudo da cultura de
microalgas Nannochloropsis oceanica.
Esta tese esta´ organizada de forma que o cap´ıtulo 2 contextualiza o objeto de estudo
e aborda os principais aspectos teo´ricos levados em considerac¸a˜o ao longo desta pesquisa.
Sa˜o apresentadas discusso˜es acerca da fotoss´ıntese, de microalgas e de fotobiorreatores
em maneira geral. No cap´ıtulo 3 e´ apresentada a metodologia experimental adotada,
com a descric¸a˜o das diversas partes que compo˜em o fotobiorreator desenvolvido, dos seus
modos de funcionamento e do seu software de controle. No cap´ıtulo 4 sa˜o apresentados
resultados referentes a efeitos da temperatura e da iluminac¸a˜o na dinaˆmica de crescimento
de microalgas Nannochloropsis e observac¸o˜es de alterac¸o˜es no espectro de absorc¸a˜o das
24 CAPI´TULO 1. INTRODUC¸A˜O
ce´lulas, o que sugere a ocorreˆncia de modificac¸o˜es na estrutura interna das algas. Para
finalizar, o cap´ıtulo 5 apresenta discusso˜es acerca dos resultados alcanc¸ados e traz algumas




A fotoss´ıntese e´ o principal processo de transformac¸a˜o de energia no planeta Terra e
sua importaˆncia para a vida e´ enorme [1–4]. Organismos fotossintetizantes se encontram
na base de praticamente todas as cadeias alimentares e, ao longo dos u´ltimos 3 bilho˜es de
anos, forneceram a maioria do oxigeˆnio molecular encontrado na atmosfera [5]. Apesar
do grande nu´mero de estudos realizados nos u´ltimos cem anos, as pesquisas cient´ıficas
envolvendo a fotoss´ıntese continuam a todo vapor, uma vez que ainda existem aspectos
do processo que carecem de esclarecimentos qualitativos e quantitativos. A quantidade
de artigos publicados a respeito da fotoss´ıntese a cada ano (milhares) faz com que a de-
finic¸a˜o do atual estado da arte no assunto seja uma tarefa dif´ıcil. No entanto, alguns
to´picos de ponta merecem ser citados, como o uso de espectroscopia o´ptica para estu-
dar a estrutura e operac¸a˜o dos sistemas de antenas fotossinte´ticas [37], em particular, o
uso de fluoresceˆncia como ferramenta na˜o destrutiva de monitoramento de como ocorre
a conversa˜o de energia fotossinte´tica [38] e o uso de te´cnicas radiome´tricas para medir a
concentrac¸a˜o de pigmentos in vivo [25,26,39]; o estudo dos processos na˜o fotoqu´ımicos de
dissipac¸a˜o de energia [40]; a modelagem matema´tica e computacional [41]; a genoˆmica fun-
cional de sistemas fotossinte´ticos [42]; efeitos quaˆnticos [43, 43–47]; e processos artificiais
de fotoss´ıntese [48–51].
De maneira geral, mesmo com um bom entendimento qualitativo desse processo,
suas ana´lises quantitativas ainda sa˜o necessa´rias, em conjunto com sua dependeˆncia de
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paraˆmetros f´ısicos e qu´ımicos do ambiente, das singularidades de cada organismo fotos-
sintetizante e de como ele pode evoluir e se adaptar a diferentes condic¸o˜es.
Durante a fotoss´ıntese, os organismos que conteˆm clorofila convertem a energia ele-
tromagne´tica em energia qu´ımica. Na fotoss´ıntese oxigeˆnica [2], esse processo ocorre no
interior de organelas celulares (cloroplastos) envolvendo os reagentes CO2, H2O e ener-
gia luminosa, e resultando em O2 e carboidratos (CH2O). De maneira simplificada, tal
processo pode ser escrito como [52]:
CO2 + H2O + ∆F −→ O2 + [CH2O] + ∆H.
Os pigmentos fotossintetizantes, em especial a clorofila A, diversas enzimas e portadores
de carga atuam nesse processo de forma catal´ıtica. Neste processo, um arranjo esta´vel dos
a´tomos C, H e O (CO2 e H2O) e´ convertido em um arranjo menos esta´vel dos mesmos ele-
mentos (CH2O e O2). A energia necessa´ria para que isso ocorra e´ fornecida por n quantas
de luz hν. A energia total armazenada ∆H corresponde a aproximadamente 110 kcal/mol
(para cada mol de C, essa energia sera´ armazenada nas ligac¸o˜es entre os grupos [CH2O] que
formam o carboidrato), enquanto a energia livre ∆F = nhν vale aproximadamente 120
kcal/mol (pelo menos treˆs fo´tons vermelhos com 680 nm). A diferenc¸a ∆F−∆H = −T∆S
e´ igual a 10 kcal/mol, ou seja, T∆S = −10 kcal/mol. Isso significa que ha´ uma diminuic¸a˜o
na entropia do sistema, o que era de se esperar pois os a´tomos envolvidos se encontram
mais organizados nos produtos do que nos reagentes. Pore´m, o mecanismo da fotoss´ıntese
envolve, na verdade, quatro quantas para obtenc¸a˜o de cada mole´cula de O2 proveniente de
duas de H2O e outros quatro quantas para a reduc¸a˜o do CO2. Desta forma, e´ necessa´rio
um mı´nimo de oito quantas para cada mole´cula de O2 proveniente de CO2 [52]. Ou seja,
por mais que se tente explicar a fotoss´ıntese de maneira simplificada no dia-a-dia, esse
e´ um processo intrinsecamente complexo. Ele envolve fenoˆmenos sequenciais intrincados
de absorc¸a˜o, excitac¸a˜o e emissa˜o de luz, em conjunto com transfereˆncias de energia que
ocorrem em um complexo conjunto de membranas [2, 52]. A eficieˆncia quaˆntica (nu´mero
de mole´culas de O2 produzidas para cada quanta de luz absorvido) da fotoss´ıntese em
plantas verdes, por exemplo, foi alvo de controve´rsias durante muitos anos [53].
Desde o lanc¸amento do livro de E. Schro¨dinger sobre a vida [54] e os primeiros tra-
balhos de I. Prigogine a respeito da termodinaˆmica de processos irrevers´ıveis e estruturas
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dissipativas [55], diversos autores buscaram desenvolver teorias f´ısicas envolvendo o surgi-
mento e a evoluc¸a˜o de sistemas biolo´gicos [56–73]. De forma geral, o ponto de partida de
tais trabalhos sa˜o princ´ıpios termodinaˆmicos, ou alguma generalizac¸a˜o de tais princ´ıpios
justificada pela f´ısica estat´ıstica, que sejam capazes de explicar as configurac¸o˜es de mate´ria
viva como sistemas adaptados a dissipar energia de fontes dispon´ıveis, sugerindo um meca-
nismo de formac¸a˜o de estruturas que pode ser compreendido em termos termodinaˆmicos.
De qualquer maneira, uma teoria geral que explique a mate´ria viva em termos f´ısicos
ainda parece distante de ser obtida e promete ser um grande avanc¸o cient´ıfico.
2.2 Microalgas
Dentre diversos organismos fotossintetizantes, as microalgas se destacam devido a` sua
sua grande variedade e simplicidade [6, 74]. Elas sa˜o organismos eucariontes que, assim
como plantas, capturam CO2 e liberam O2. A biodiversidade de microalgas e´ enorme
e estima-se que existam entre 30 e 70 dezenas de milhares de espe´cies naturais [75, 76],
de diversos tamanhos e formatos, distribu´ıdas entre os mais diversos ambientes aqua´ticos
do planeta [6, 74, 77]. Esta biodiversidade representa recursos valiosos para a huma-
nidade [8, 78], que veˆm sendo explorados ao longo das u´ltimas de´cadas. Milhares de
compostos veˆm sendo extra´ıdos da biomassa proveniente de culturas de microalgas. Den-
tre eles esta˜o carotenoides, antioxidantes, a´cidos graxos, toxinas, enzimas, pol´ımeros,
pept´ıdeos e esterois [10]. Ale´m disso, microalgas podem ser convertidas em diferentes
tipos de combust´ıveis, dependendo de te´cnicas e partes das ce´lulas utilizadas. Biocom-
bust´ıveis provenientes de microalgas representam uma alternativa promissora ao uso de
combust´ıveis fo´sseis e outros biocombust´ıveis dispon´ıveis [9, 19, 79–81]. Atualmente, di-
versas empresas e ageˆncias governamentais veˆm se empenhando na busca pela reduc¸a˜o de
custos financeiros e operacionais para tornar a produc¸a˜o de combust´ıveis provenientes de
algas comercialmente via´vel.
A produc¸a˜o de biomassa com microalgas possui diversas vantagens quando comparada
a` de outras mate´rias primas tais como uma grande produtividade (ate´ cem vezes maior
que a de cultivos terrestres); captura de carbono eficiente; alta concentrac¸a˜o de lip´ıdeos ou
amido, o que pode ser utilizado para a produc¸a˜o de biodiesel ou etanol, respectivamente;
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elas podem ser cultivadas em diferentes meios como a´gua marinha, doce, salobra ou ate´
mesmo em a´guas de efluentes. Outra vantagem das microalgas e´ que essas podem ser
colhidas continuamente ao longo de qualquer estac¸a˜o do ano, o que as fazem adequadas
para uma linha de produc¸a˜o cont´ınua de biocombust´ıveis. Ale´m disso, tanto o cultivo
como o processamento de microalgas podem ser realizados no mesmo local, o que simplifica
a log´ıstica e reduz custos de produc¸a˜o em biorrefinarias. Pore´m, ainda existem desafios
tecnolo´gicos significativos ate´ que se produza biocombust´ıveis derivados de algas que sejam
competitivos economicamente, tais como o desenvolvimento de cepas selecionadas e de
me´todos de cultivo adequados; a otimizac¸a˜o das te´cnicas de colheita e extrac¸a˜o de lip´ıdios;
e a otimizac¸a˜o dos processos de produc¸a˜o dos combust´ıveis propriamente ditos.
A grande diversidade de tipos e condic¸o˜es de cultivo de microalgas as torna altamente
atraentes para a utilizac¸a˜o comercial, principalmente se a manipulac¸a˜o gene´tica das cepas
de interesse e´ poss´ıvel [13, 14, 82–85]. Ao se comparar uma cultura de microalgas com
sistemas de cultivos transgeˆnicos plantados, as microalgas possuem a vantagem significa-
tiva de que uma amostra manipulada pode se multiplicar rapidamente, se transformando
em um cultivo em larga escala em pouco tempo (semanas, em comparac¸a˜o com meses
ou anos em vegetais superiores como milho ou tabaco). Uma vez que microalgas sa˜o
organismos simples, existe uma menor chance da recombinac¸a˜o de prote´ınas resultar em
variac¸o˜es gene´ticas indesejadas. Ale´m disso, microalgas podem ser cultivadas em sistemas
fechados, o que reduz consideravelmente o risco de contaminac¸o˜es da cultura por agentes
contaminantes e protege o ambiente da liberac¸a˜o acidental de organismos geneticamente
modificados.
Uma outra te´cnica importante para se melhorar a performance de uma dada cepa
de microalgas e´ a evoluc¸a˜o adaptativa de laborato´rio (EAL) [86–88]. Como ferramenta
cient´ıfica, a EAL e´ uma te´cnica importante para a ana´lise de fenoˆmenos evolutivos em
condic¸o˜es controladas de laborato´rio. Durante a EAL de microalgas, o cultivo de uma
cultura sob condic¸o˜es bem definidas por longos per´ıodos permite a selec¸a˜o dos indiv´ıduos
mais bem adaptados atrave´s de uma selec¸a˜o natural. Em ambientes artificiais e controla-
dos em laborato´rios, o desempenho de uma dada cepa de microalgas pode ser melhorado e
sua adaptac¸a˜o guiada a partir de estresse causado por condic¸o˜es adversas de temperatura,
luz, pH, incideˆncia de luz ultra violeta, escassez de nutrientes, etc.
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2.3 Fotobiorreatores
Um aspecto fundamental de uma dada cepa de microalga e´ a sua dinaˆmica de cresci-
mento. Em ambientes naturais (oceanos, rios, lagos e lagoas) a dinaˆmica de crescimento de
uma dada microalga na˜o pode ser medida de forma precisa, uma vez que os paraˆmetros
f´ısicos (luz e temperatura), qu´ımicos (mole´culas e ı´ons presentes no meio) e biolo´gicos
(v´ırus, bacte´rias, fungos, predadores) que condicionam o crescimento da cultura podem
variar tanto no espac¸o quanto no tempo. Isso faz com que seja invia´vel individuar os
efeitos de cada um desses paraˆmetros na dinaˆmica de crescimento. E´ deseja´vel, portanto,
a utilizac¸a˜o de ambientes artificiais (fotobiorreatores) nos quais os paraˆmetros de interesse
podem ser controlados e suas influeˆncias na dinaˆmica de crescimento da cultura podem
ser estudadas individualmente.
Fotobiorreatores sa˜o dispositivos utilizados para o cultivo controlado de microalgas.
Ainda que va´rios modelos tenham sido descritos e muito tenha sido aprendido (veja por
exemplo [89–91]), o design racional de fotobiorreatores ainda e´ uma cieˆncia em desenvol-
vimento. Um fotobiorreator pode ser considerado um sistema com quatro “fases”. As
microalgas sa˜o a fase so´lida, o meio de cultura a fase l´ıquida, mole´culas (principalmente
N2, O2 e CO2) a fase gasosa e, finalmente, a luz, que e´ um campo de radiac¸a˜o no espectro
de 400 a 700 nm, que as microalgas sa˜o capazes de usar na fotoss´ıntese.
De maneira geral, fotobiorreatores podem ser agrupados em dois grupos distintos de
acordo com a sua finalidade. O primeiro e´ constitu´ıdo por reatores grandes, cujo objetivo
consiste em produzir, de modo eficiente, a maior quantidade poss´ıvel de biomassa. Para
que isso seja alcanc¸ado, esses reatores sa˜o projetados para manter culturas de microalgas
sob condic¸o˜es o´timas durante longos per´ıodos. Para se construir um reator como esses, e´
necessa´rio o entendimento de como ocorrem as interac¸o˜es entre a cultura e os paraˆmetros
ambientais de controle. Esse tipo de reator requer uma infraestrutura e log´ıstica espe-
cificas, isso faz com que a sua construc¸a˜o e operac¸a˜o sejam caras. O segundo grupo e´
constitu´ıdo por reatores de bancada de laborato´rio. Eles sa˜o pequenos e destinados ao
cultivo de uma cultura com volume reduzido, tendo como objetivo o estudo preciso da
dinaˆmica de crescimento e sua resposta aos diferentes paraˆmetros que condicionam o de-
senvolvimento da cultura. Esses reatores podem ser utilizados tambe´m como dispositivos
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onde ocorre EAL.
A Figura 2.1 mostra um esquema que representa a interac¸a˜o entre os diversos fenoˆmenos



























Figura 2.1: Interac¸o˜es entre dinaˆmica de fluidos, reac¸o˜es bioqu´ımicas e interac¸o˜es
com a luz determinam a dinaˆmica de crescimento da cultura num FBR
2.4 Estado da arte
No que se refere ao estudo das microalgas, o estado da arte consiste na arte de usar
as microalgas como fa´bricas celulares, capazes de gerar produtos, ou seja, comida, me-
dicamentos e combust´ıveis. Essa arte envolve a busca por cepas candidatas por todo o
planeta, o uso de manipulac¸o˜es gene´ticas, evoluc¸a˜o adaptativa em laborato´rio e fotobior-
reatores. A ideia e´ usar fotobiorreatores de bancada na fenotipagem de cepas naturais e
geneticamente modificadas. Esses reatores tambe´m podem ser programados para execu-
tar EAL de forma automatizada. Os resultados desses procedimentos podem enta˜o ser




As atividades experimentais que guiaram este trabalho podem ser divididas em quatro
partes principais. A primeira consistiu na identificac¸a˜o das microalgas utilizadas. A
segunda foi referente a` manutenc¸a˜o de culturas esta´veis de microalgas no laborato´rio
durante todo o per´ıodo deste trabalho. A terceira, por sua vez, envolveu a construc¸a˜o de
um fotobiorreator automatizado e a quarta consistiu na elaborac¸a˜o do software de controle
que permite a automatizac¸a˜o dos estudos desejados. Este cap´ıtulo traz considerac¸o˜es a
respeito do dinaˆmica de crescimento de uma cultura de microalgas e, em seguida, descreve
cada uma das atividades experimentais realizadas.
3.1 Dinaˆmica da cultura
Ao contra´rio de plantas e animais, que crescem em tamanho e massa ao longo do
tempo, o “crescimento” de organismos unicelulares, como microalgas, esta´ associado a`
multiplicac¸a˜o dos indiv´ıduos como resultado das diviso˜es celulares. Va´rios fatores podem
influenciar direta e indiretamente a taxas de divisa˜o celular. Em geral, ao se inserir uma
cultura de microalgas num meio, estas apresentam crescimento que pode ser descrito pelas
diferentes etapas que esta˜o ilustradas na figura 3.1 e sintetizadas a seguir.
• Adaptac¸a˜o: Durante esta etapa as algas se ajustam a`s condic¸o˜es do novo meio e na˜o
apresentam crescimento, podendo ate´ sofrer um decl´ınio de concentrac¸a˜o. A durac¸a˜o
da fase de adaptac¸a˜o depende, principalmente, das condic¸o˜es em que se encontrava a
cultura previamente e das mudanc¸as sofridas com a transfereˆncia para o novo meio.
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Se o novo meio possui as mesmas condic¸o˜es de iluminac¸a˜o, temperatura, salinidade
e pH, esta fase pode, inclusive, na˜o existir.
• Crescimento exponencial: Esta etapa e´ atingida quando as ce´lulas se dividem com
uma taxa constante e corresponde ao crescimento ma´ximo da cultura. A taxa de
crescimento (µ) durante esta fase depende dos paraˆmetros do meio onde a cultura
se encontra e do histo´rico ao qual ela foi submetida.
• Desacelerac¸a˜o do crescimento: E´ atingida quando algum fator passa a limitar o
crescimento da cultura. Poss´ıveis fatores limitantes sa˜o a escassez de nutrientes, li-
mitac¸a˜o de CO2 ou ate´ mesmo de luz devido ao sombreamento gerado pelas pro´prias
algas.
• Fase estaciona´ria: E´ caracterizada por um equil´ıbrio entre a taxa de crescimento da
cultura quando esta atinge uma concentrac¸a˜o ma´xima e a taxa de degradac¸a˜o das
microalgas.
• Morte: Representa um per´ıodo em que a cultura se encontra em condic¸o˜es desfa-
vora´veis e, portanto, a densidade de ce´lulas vivas no meio cai continuamente.
Figura 3.1: Fases de crescimento de uma cultura de microalgas. A taxa de cresci-
mento µ durante a fase exponencial e´ influenciada por diversos paraˆmetros externos.
O foco desta pesquisa esta´ na fase de crescimento exponencial. A figura 3.2 identifica
as principais varia´veis envolvidas no funcionamento de FBRs fechados e que devem ser
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levadas em considerac¸a˜o para se desenvolver um modelo de crescimento satisfato´rio. Nessa
figura, x representa a espessura do FBR, P , V , T e C representam a pressa˜o, volume,
temperatura e concentrac¸a˜o de ce´lulas na cultura respectivamente, Fin e Fout representam
as vazo˜es de entrada de meio de cultura e sa´ıda de algas devido a um poss´ıvel sistema de






Figura 3.2: Principais varia´veis envolvidas no funcionamento de FBRs.
O balanceamento de massa de algas no FBR requer que: variac¸a˜ona massa
acumulada

























= FinCin − FoutC + µcV C − µmV C − γV ZC (3.1)
onde µc e µm representam as taxas de crescimento espec´ıfico e morte da cultura respecti-
vamente, Z representa a concentrac¸a˜o de uma poss´ıvel espe´cie predadora e γ representa a
interac¸a˜o entre as espe´cies. E´ poss´ıvel considerar tambe´m mu´ltiplas espe´cies e interac¸o˜es
de outros tipos como competic¸a˜o ou mutualismo. Fazendo dV/dt = Fin − Fout segue que
dC
dt
= (µc − µm − δ)C + δCin − γZC (3.2)
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onde δ = Fin/V e´ o fator de diluic¸a˜o utilizado no cultivo. Considerando uma cultura
limpa de predadores, sem adic¸a˜o de algas novas e que a taxa de crescimento efetivo da
cultura e´ dada por µ = µc − µm tem-se que
dC
dt
= (µ− δ)C. (3.3)
Em geral, va´rios fatores influenciam essa taxa de crescimento, dentre eles a temperatura,
a incideˆncia de luz, o pH, a concentrac¸a˜o de nutrientes, a concentrac¸a˜o dos gases de in-
terac¸a˜o, etc. Existem diversos modelos que buscam descrever o comportamento da taxa de
crescimento de culturas em termos dos paraˆmetros de interesse [92,93]. Pore´m, conforme
verificado durante as atividades experimentais realizadas neste trabalho, esse comporta-
mento e´ complexo e na˜o depende apenas de valores momentaˆneos de cada paraˆmetro, e
sim de seus histo´ricos ao longo do desenvolvimento da cultura.
3.2 Identificac¸a˜o da cepa de microalgas utilizada
Ao longo deste trabalho, foram utilizadas microalgas do geˆnero Nannochloropsis, ob-
tidas em a´guas costais brasileiras. A identificac¸a˜o de microalgas unicamente a partir de
caracter´ısticas morfolo´gicas na˜o e´ um me´todo preciso para se distinguir espe´cies, princi-
palmente em cepas com grande semelhanc¸a morfolo´gica. Contudo, a identificac¸a˜o correta
de cepas e´ crucial uma vez que diferentes espe´cies de microalgas possuem caracter´ısticas
de metabolismo significativamente distintas. Para se evitar uma identificac¸a˜o erroˆnea,
recorre-se ao uso de ferramentas moleculares que identificam regio˜es espec´ıficas do DNA.
A identificac¸a˜o precisa das microalgas utilizadas neste trabalho foi feita pela Embrapa, a
partir do isolamento total do DNA presente em 30 mg de biomassa fresca apo´s o rompi-
mento das membranas celulares com o detergente brometo de cetiltrimetilamoˆnio (CTAB)
para a liberac¸a˜o do DNA [94]. Em seguida, com uma reac¸a˜o em cadeia de polimerase
(PRC) foi amplificada a regia˜o rbcL do DNA com a utilizac¸a˜o dos iniciadores Fw rbcL 192
(5’ - GGT ACT TGG ACA ACW GTW TGG AC - 3’) e Rv rbcL 657 (5’ - GAA ACG
GTC TCK CCA RCG CAT - 3’) [34]. Os produtos da PRC foram enta˜o sequenciados
com um analisador gene´tico 3130 (produzido pela Applied Biosystems) e as sequeˆncias
direta e inversa obtidas foram alinhadas e editadas com aux´ılio do software Geneious 9.1.
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A ana´lise de similaridade da sequeˆncia de rbcl encontrada a partir do sistema BOLD
(The Barcode of Life Data System) resultou numa concordaˆncia de 98,69% com a espe´cie
Nannochloropsis oceanica, ja´ depositada na base de dados BOLD sob o nu´mero de acesso
HQ710610.
Figura 3.3: Nannochloropsis oceanica: Microalgas unicelulares esfe´ricas com poucos
mı´crons de diaˆmetro e sem caracter´ısticas morfolo´gicas particulares.
A Nannochloropsis oceanica e´ uma das va´rias espe´cies do geˆnero Nannochloropsis. E´
uma microalga unicelular sem qualquer caracter´ıstica morfolo´gica particular, como pode
ser visto na Fig. 3.3. Esta espe´cie possui um genoma curto e ferramentas biolo´gicas
de desenvolvimento ra´pido por transformac¸o˜es, substituic¸a˜o de genes por recombinac¸o˜es
homo´logas e edic¸a˜o de DNA por CRISPR/Cas9 [24]. Sua grande produtividade e alto
teor lip´ıdico a tornam promissora como fonte de mate´ria prima para a produc¸a˜o de bio-
combust´ıveis e bioprodutos.
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3.3 Manutenc¸a˜o da cultura
Para a manutenc¸a˜o das microalgas e´ utilizado o meio de cultura Guillard F/2 [95,96],
dilu´ıdo em a´gua marinha sinte´tica preparada a partir de a´gua RO (osmose reversa). A
cultura de Nannochloropsis oceanica e´ mantida em treˆs fotobioreatores ba´sicos como os que
sa˜o mostrados na Fig. 3.4. Eles recebem manutenc¸a˜o semanal, quando os recipientes sa˜o
limpos e a cultura dilu´ıda. Para a circulac¸a˜o de ar sa˜o utilizados pequenos compressores
de ar e filtros de membranas de teflon (0.2 µm). A iluminac¸a˜o e´ fornecida com laˆmpadas
fluorescentes brancas e um timer ele´trico na re´gua de energia para a definic¸a˜o dos per´ıodos
claro/escuro. Sa˜o mantidas uma cultura com 24 horas de luz, uma cultura com um regime
de iluminac¸a˜o 12 horas de claro/12 horas de escuro e uma terceira com apenas 6 horas de
luz a cada dia. Ale´m disso, periodicamente sa˜o colhidas amostras das algas para serem
armazenadas em um refrigerador para reinicializac¸a˜o da cultura caso necessa´rio.
Figura 3.4: Fotobiorreatores ba´sicos utilizados na manutenc¸a˜o da cultura. Os po-
tes cil´ındricos conte´m microalgas antes (direita) e depois (esquerda) da limpeza e
diluic¸a˜o perio´dica e a diferenc¸a de colorac¸a˜o entre eles e´ devida ao crescimento se-
manal da cultura. E´ poss´ıvel visualizar tambe´m o meio de cultura (no Erlenmeyer),
o compressor e filtro usados na circulac¸a˜o de ar, a bomba perista´ltica utilizada na
diluic¸a˜o e o timer que determina os per´ıodos de claro e escuro.
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3.4 Fotobiorreator automatizado: Hardware
Ao longo deste trabalho foram desenvolvidos e testados treˆs proto´tipos de reatores.
Esta sec¸a˜o descreve de forma resumida os primeiros modelos e de forma detalhada o
terceiro, que se encontra atualmente em uso.
Primeiro proto´tipo
Figura 3.5: Primeiro fotobiorreator: corpo em acr´ılico com capacidade para um litro
de microalgas.
O primeiro fotobiorreator desenvolvido foi constru´ıdo com corpo em acr´ılico e capa-
cidade para uma cultura de um litro. As microalgas permaneciam em um aqua´rio com
paredes paralelas imerso em um segundo aqua´rio, onde havia um banho te´rmico para o
controle de temperatura do sistema. Placas paralelas proporcionam um bom aproveita-
mento da luz incidente, pore´m a geometria adotada na˜o se mostrou eficiente devido a`
ine´rcia te´rmica do sistema (que gerava um tempo de resposta muito longo no controle de
temperatura) e a` dificuldade de limpeza e manutenc¸a˜o do aparato. A Fig. 3.5 ilustra o
funcionamento deste proto´tipo.
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Segundo proto´tipo
O segundo reator (visto na Fig. 3.6) foi constru´ıdo em Teflon para culturas de meio
litro de microalgas. O material escolhido proporciona superf´ıcies fa´ceis de limpar e o
reator como um todo era muito mais compacto e robusto do que o seu antecessor. Apesar
de suas vantagens, este proto´tipo ainda possuia uma manutenc¸a˜o trabalhosa e era uma
pec¸a u´nica, constru´ıda manualmente e sem unidades de reposic¸a˜o.
Figura 3.6: Segundo fotobiorreator: corpo em Teflon e capacidade para uma cultura
de meio litro.
Terceiro proto´tipo
Durante a construc¸a˜o do terceiro proto´tipo foram eliminados diversos problemas ob-
servados nas verso˜es anteriores como condensac¸o˜es que influenciavam a leitura de sensores
o´pticos e ru´ıdos no circuito que causavam interfereˆncias em diversas leituras. Ale´m disso,
este reator foi constru´ıdo a partir de um pote de vidro borossilicato dispon´ıvel no mer-
cado, o que fez com que o a montagem do atual proto´tipo fosse muito mais simples que
as anteriores e que unidades de reposic¸a˜o pudessem ser utilizadas. Seu corpo cil´ındrico
com capacidade para uma cultura de um litro pode ser visto na Fig. 3.7. Os detalhes de
cada um dos mo´dulos que compo˜em o reator sa˜o descritos a seguir.
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Figura 3.7: Foto do aparato experimental completo. Na prateleira no alto esta˜o as
bombas perista´lticas de diluic¸a˜o, de circulac¸a˜o de ar e ao lado o reservato´rio de ar.
Em baixo, na bancada, esta˜o o FBR a` esquerda, a fonte luminosa para medic¸a˜o dos
espectros de absorc¸a˜o e o espectrofotoˆmetro e o espectroˆmetro de massa, a` direita
(atra´s dos monitores).
3.4.1 Mo´dulo de circulac¸a˜o do ar
A circulac¸a˜o de ar pela cultura e´ feita com uma bomba perista´ltica Masterflex L/S
cujo fluxo pode ser controlado via modulac¸a˜o por pulso (PWM). Com ela o sistema
pode permanecer aberto (usando o ar natural do ambiente) ou fechado (usando o ar
de um reservato´rio de 50 litros). No u´ltimo caso, o ar que sai do FBR volta para o
reservato´rio. Ale´m disso, e´ poss´ıvel circular atrave´s da cultura ar sinte´tico, preparado
com diferentes concentrac¸o˜es de gases atmosfe´ricos, ou com outros gases de interesse, e
utilizar um Espectroˆmetro de Massa para estudar como a cultura interage com diferentes
mole´culas presentes no ar (captura/produc¸a˜o). Em particular e´ poss´ıvel acompanhar a
respirac¸a˜o e a fotoss´ıntese, monitorando as concentrac¸o˜es de CO2 e O2 no reservato´rio em
func¸a˜o dos diversos paraˆmetros que condicionam o crescimento da cultura.
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3.4.2 Mo´dulo de controle da temperatura
Este mo´dulo se baseia em um mo´dulo termoele´trico (3 ce´lulas Peltier 76W, HT8 da
Laird Technologies, bloco de resfriamento por a´gua em alumı´nio e refrigerador de a´gua)
e termoˆmetros digitais (DS18S20, Maxim). O controle via feedback e´ baseado em um
algoritmo PID calibrado no laborato´rio. O sistema permite manter a cultura com tem-
peraturas entre 10 e 50 graus Celsius com uma precisa˜o de 0.1◦ independentemente da
temperatura externa. Pode ser utilizado para manter a temperatura constante ou altera´-la
ao longo do experimento simulando variac¸o˜es entre o dia e a noite, modulac¸o˜es diversas,
choques, ou condic¸o˜es extremas. O bloco trocador de calor responsa´vel pelo controle de
temperatura das algas pode ser visualizado na Figura 3.8.
Figura 3.8: Mo´dulo para controle da temperatura. Um trocador de calor e´ colocado
em contato com o vidro que conte´m as algas e resfriado por ce´lulas Peltiers. Na
imagem, pode-se ver tambe´m a sa´ıda e entrada de a´gua utilizadas para a manutenc¸a˜o
de uma temperatura constante nas faces das ce´lulas Peltiers opostas a` cultura de
microalgas.
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3.4.3 Mo´dulo de densidade o´ptica
O mo´dulo de densidade o´ptica se baseia na atenuac¸a˜o de um feixe de luz para a
obtenc¸a˜o da densidade da cultura de microalgas. Este mo´dulo foi constru´ıdo a partir
de dois LEDs (um vermelho de 680 nm e um infra vermelho de 930 nm) alinhados com
sensores de luz TSL230R. Foram utilizadas duas cuvetas de quartzo para acondicionar
os LEDs e sensores no interior da cultura. A distaˆncia entre as cuvetas corresponde ao
caminho o´ptico percorrido pela luz que sai dos LEDs ate´ atingir o sensor oposto e foi
mantida fixa por uma pec¸a usinada em alumı´nio. Para evitar a condensac¸a˜o de umidade
durante o funcionamento deste mo´dulo em baixas temperaturas, foram inseridas pequenas
porc¸o˜es de s´ılica em cada uma das cuvetas. Para finalizar, foi posicionado um termoˆmetro
digital para monitorar a temperatura das algas e o conjunto foi selado com uma cola
vedante. A Fig. 3.9 mostra o mo´dulo durante a sua montagem e apo´s finalizado.
Figura 3.9: Mo´dulo de densidade o´ptica constru´ıdo para o monitoramento da den-
sidade da cultura. A´ esquerda veˆ-se o termoˆmetro, LEDs, sensores o´pticos e a pec¸a
em alumı´nio que fornece rigidez ao conjunto. A` direita se encontra o mo´dulo finali-
zado, com os circuitos e a s´ılica para controle de umidade posicionados no interior
das cuvetas de quartzo.
Uma vez que podem haver flutuac¸o˜es na emissa˜o dos LEDs e nas leituras efetuadas
pelos sensores o´pticos em diferentes temperaturas, foi feita uma calibrac¸a˜o pre´via do
mo´dulo de densidade o´ptica apenas com meio de cultura no fotobiorreator. Para diferentes
intensidades dos LEDs, foram coletados valores de I0 (intensidade luminosa que atravessa
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o meio de cultura) e de Iref (intensidade luminosa medida com o sensor que se encontra
na mesma cuveta do LED, sem que a luz atravesse o meio de cultura). As leituras de
ambas as intensidades obtidas durante a calibrac¸a˜o do LED vermelho esta˜o ilustradas na
Figura 3.10a. Foi feito um ajuste linear entre tais medidas para diversas temperaturas
do meio de cultura. Os coeficientes angulares (β) encontrados para estes ajustes esta˜o
representados na Figura 3.10b em func¸a˜o da temperatura do sistema.
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Figura 3.10: Calibrac¸a˜o do mo´dulo de densidade o´ptica do fotobiorreator. Os valores
de I0 (intensidade luminosa que atravessa o meio de cultura) e Iref (intensidade
lida pelo sensor posicionado pro´ximo ao LED) foram obtidos pelos sensores para
diversas intensidades do LED enquanto o fotobiorreator estava preenchido apenas
com meio de cultura. a) Curvas I0 = f(Iref ) obtidas para diferentes temperaturas.
b) Coeficientes angulares das retas obtidas em (a) em func¸a˜o da temperatura do
sistema.
A partir do conhecimento de I0 = f(Iref , T ), a atenuac¸a˜o da luz no comprimento de
onda λ ao atravessar a cultura de microalgas por ser calculada por
Aλ = − ln I
I0
, (3.4)
onde I representa a intensidade luminosa detectada pelo sensor posicionado em frente
ao LED (luz que atravessou a cultura) e I0 representa a luz que atravessaria o meio de
cultura caso as microalgas na˜o estivessem presentes. A densidade da cultura pode enta˜o
ser obtida a partir da lei de Lambert-Beer:
Aλ = nlσλ, (3.5)
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onde n corresponde a` densidade da cultura (em nu´mero de ce´lulas por unidade de volume),
l e´ o caminho o´ptico percorrido pela luz (≈ 1 cm) e σλ e´ a sec¸a˜o de choque das microalgas.
3.4.4 Mo´dulo de iluminac¸a˜o
Consiste em treˆs colunas de alumı´nio posicionadas ao redor do recipiente que conte´m
as algas. Cada coluna conte´m conjuntos de LEDs brancos, roxos (otimizados para a
fotoss´ıntese) e RGBs. Cada cor pode ser modulada (intensidade e per´ıodo claro/escuro)
individualmente. O funcionamento e o espectro de emissa˜o de cada um dos conjuntos de
LEDs do mo´dulo de iluminac¸a˜o esta˜o ilustrados nas Figuras 3.11 e 3.12.
Figura 3.11: Funcionamento das torres de iluminac¸a˜o utilizadas para iluminar as
algas com os diversos LEDs dispon´ıveis.
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Figura 3.12: Espectro de emissa˜o dos diferentes LEDs utilizados nas torres de ilu-
minac¸a˜o do fotobiorreator automatizado. A intensidade de cada um dos conjuntos
de LEDs dispon´ıveis pode ser modulada individualmente.
3.4.5 Sensores
Ale´m da densidade o´ptica e da temperatura da cultura, va´rios outros paraˆmetros sa˜o
monitorados durante o funcionamento do reator. A fase l´ıquida e´ monitorada por sondas
de pH (com acura´cia de 0,01), de oxigeˆnio dissolvido (OD, com acura´cia de 0,05 mg/L)
e de condutividade ele´trica (CE) produzidos pela Atlas Scientific. No reservato´rio de ar
se encontram um sensor de temperatura, umidade relativa e pressa˜o (modelo BME280
produzido pela Adafruit) e um sensor K-33 ICB de dio´xico de carbono da CO2Meter. Ha´
tambe´m um sensor TSL 235 para o monitoramento constante da irradiaˆncia (emitida pelo
mo´dulo de iluminac¸a˜o) que incide sobre a cultura.
3.4.6 Mo´dulo de controle de CO2
Este mo´dulo e´ constitu´ıdo por um cilindro de ga´s e uma va´lvula que pode ser acionada
a partir das leituras da concentrac¸a˜o de CO2 no reservato´rio de ar. E´ poss´ıvel estabelecer
uma concentrac¸a˜o desejada e este mo´dulo libera a injec¸a˜o de CO2 no sistema a` medida
que este ga´s e´ consumido pelas algas.
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3.4.7 Mo´dulo de diluic¸a˜o
A densidade da cultura, obtida a partir de medic¸o˜es de densidade o´ptica, pode ser
utilizada para o acionamento controlado de uma bomba perista´ltica Masterflex L/S com
duas cabec¸as capazes de, simultaneamente, remover microalgas e adicionar meio de cultura
novo em quantidades iguais ao longo do tempo. Quando este mo´dulo e´ desligado, e´
poss´ıvel acompanhar diretamente o crescimento da cultura atrave´s das variac¸o˜es na sua
densidade, ou seja, a fase de adaptac¸a˜o, a fase de crescimento exponencial, a diminuic¸a˜o do
crescimento devido a limitac¸a˜o de nutrientes, CO2 ou O2, atingindo por fim uma densidade
ma´xima. Com este mo´dulo ligado em modo cont´ınuo, a cultura pode permanecer em
“eterno” crescimento exponencial enquanto o sistema se mante´m com a densidade e o
volume constantes. Nesta situac¸a˜o a taxa de crescimento pode ser obtida a partir da taxa
de diluic¸a˜o da cultura, conforme visto na eq. 3.3. E´ poss´ıvel tambe´m operar o mo´dulo em
modo semi-cont´ınuo para se observar o crescimento da cultura entre diluic¸o˜es perio´dicas.
3.4.8 Sistema de alimentac¸a˜o
Os mo´dulos termoele´tricos, as bombas perista´lticas, o painel de iluminac¸a˜o e os LEDs
para medic¸a˜o da densidade o´tica sa˜o controlados atrave´s de controladores (POLOLU)
alimentados por duas fontes AXT (450 W da CORSAIR). Todo o conjunto, incluindo o
computador de controle e armazenamento de dados, e´ conectado a um nobreak de 6 kVA,
capaz de alimentar o sistema de forma independente por ate´ 3 horas no caso de blackout.
3.4.9 Sistema de integrac¸a˜o
Todos os mo´dulos e sensores descritos acima sa˜o integrados atrave´s de uma placa
microcontrolada (Arduino Mega) e um software de controle desenvolvido inteiramente no
laborato´rio. Com ele e´ poss´ıvel executar uma grande variedade de experimentos de curta
ou longa durac¸a˜o, onde o usua´rio pode interagir a qualquer momento com o sistema ou
deixa´-lo funcionando de forma autoˆnoma.
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3.4.10 Espectrofotoˆmetro
A espectrofotometria das algas e´ realizada por meio de um espectroˆmetro compacto
(modelo CCS200 da Thorlabs) que complementa o aparato experimental citado ao longo
desta sec¸a˜o. Imersos na cultura e separados por uma distaˆncia de um cent´ımetro existem
dois cabos de fibra o´tica. O primeiro e´ utilizado para levar a luz de uma fonte esta-
bilizada (modelo SLS201L da Thorlabs) ate´ a amostra, enquanto o segundo leva a luz
transmitida atrave´s da amostra ate´ o espectrofotoˆmetro. A fonte de luz utilizada consiste
numa laˆmpada halo´gena de tungsteˆnio, que possui uma poteˆncia constante de 10 mW
e uma emissa˜o espectral cont´ınua de 300 a 2600 nm. Ao inserir os cabos de fibra o´tica
diretamente na cultura, podemos medir continuamente as variac¸o˜es in vivo do espectro de
absorc¸a˜o da cultura nas condic¸o˜es instantaˆneas em que ela se encontra sem a necessidade
de colher amostras e transporta´-las. Desta forma podemos tambe´m realizar medidas de
fluoresceˆncia do sistema.
3.5 Fotobiorreator automatizado: Software
O software de controle do fotobiorreator automatizado e as bibliotecas auxiliares de-
senvolvidas foram escritos em C++. Inicialmente, o usua´rio deve definir os modos de
funcionamento e paraˆmetros a serem utilizados no experimento subsequente de acordo
com as seguintes opc¸o˜es:
• Modo de controle da temperatura:
– Constante: requer que o usua´rio defina a temperatura desejada.
– Senoidal: requer que o usua´rio defina as temperaturas ma´xima e mı´nima e o
per´ıodo das variac¸o˜es.
– Step: requer que o usua´rio defina a temperatura inicial, o incremento de tempe-
ratura, o intervalo de tempo entre incrementos sucessivos e os limites superior
e inferior de temperaturas a serem utilizadas.
– Desligado: permite que a temperatura da cultura varie livremente ao longo do
experimento.
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• Modo de controle da iluminac¸a˜o:
– Constante: requer que o usua´rio defina os pwm’s a serem utilizados em cada
conjunto de LEDs que iluminam a cultura (branco, roxo, azul, vermelho e
verde).
– Senoidal: requer que o usua´rio defina os pwm’s ma´ximo e mı´nimo de cada cor
de LEDs, assim como o per´ıodo de oscilac¸a˜o da iluminac¸a˜o.
– Step: requer que o usua´rio defina valores ma´ximos para o pwm de cada cor,
para o per´ıodo que cada intensidade sera´ mantida e para o nu´mero de “steps”
que sera˜o utilizados.
– Amanhecer/anoitecer: o usua´rio define hora´rios para que os LEDs sejam liga-
dos e desligados e o pwm desejado para cada cor.
• Modo de diluic¸a˜o:
– Cont´ınuo: a cultura permanece continuamente em uma densidade pro´xima a`
pre´-estabelecida pelo usua´rio. Sempre que a densidade de algas supera o valor
desejado, o sistema de diluic¸a˜o e´ acionado e remove algas e insere meio de
cultura no fotobiorreator de modo a manter o volume da cultura constante.
– Semicont´ınuo: deve ser usado em conjunto com o modo “step” de temperatura
ou iluminac¸a˜o. O usua´rio define uma densidade e, sempre que houver uma
alterac¸a˜o na temperatura ou na iluminac¸a˜o, o sistema de diluic¸a˜o e´ acionado
para re-estabelecer a densidade desejada. A cultura podera´, enta˜o, crescer
livremente ate´ que ocorra a pro´xima alterac¸a˜o de paraˆmetros.
– Desligado: a cultura de microalgas permanece livre para crescer indefinida-
mente, ate´ que atinja uma densidade cr´ıtica ou os nutrientes presentes no meio
de cultura se esgotem.
• Modo de circulac¸a˜o de ar:
– Ligado: o usua´rio define a intensidade da bomba de ar e esta permanece ligada
continuamente, sendo interrompida apenas durante as aferic¸o˜es de dados pelo
sensores.
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– Desligado: a bomba de ar permanece desligada durante todo o experimento.
• Modo de controle de CO2:
– Constante: o usua´rio define uma concentrac¸a˜o de CO2 a ser mantida constante
no reservato´rio de ar. Sempre que a concentrac¸a˜o aferida pelo sensor de CO2
apresentar um valor aque´m do desejado, a va´lvula de injec¸a˜o de CO2 sera´
acionada.
– Step: o usua´rio define a concentrac¸a˜o inicial de CO2 e, periodicamente (com
per´ıodo a ser definido), a concentrac¸a˜o sera´ elevada em um valor tambe´m
escolhido pelo usua´rio.
– Desligado: a va´lvula de injec¸a˜o de CO2 na˜o e´ acionada e a concentrac¸a˜o deste
ga´s permanece livre para variar sujeita ao consumo pelas algas.
• Modo do agitador magne´tico:
– Ligado
– Desligado
Apo´s a definic¸a˜o do tipo de experimento a ser realizado, o loop principal do programa
consiste em:
• Atualizac¸a˜o do relo´gio
• Leitura da temperatura da cultura
• Ajuste da poteˆncia do mo´dulo termoele´trico para manter a temperatura da cultura
sempre pro´xima ao valor desejado
• Ajuste da circulac¸a˜o de ar
• Ajuste do mo´dulo de iluminac¸a˜o
• Ajuste do agitador magne´tico
• A cada minuto:
– Ler a concentrac¸a˜o de CO2 no reservato´rio de ar
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– Inserir CO2 no sistema se a concentrac¸a˜o estiver aque´m da desejada
• A cada 5 minutos:
– Desligar todos os atuadores
– Obter a leitura dos sensores
– Armazenar os dados
– Diluir a cultura (se necessa´rio)
O usua´rio pode, a qualquer momento, alterar os paraˆmetros ou modos de funcionamento
do reator por meio de comunicac¸a˜o serial com o Arduino que controla o sistema.
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Cap´ıtulo 4
Resultados
Neste cap´ıtulo esta˜o sintetizados alguns dos resultados obtidos ao longo da realizac¸a˜o
deste trabalho, que comprovam que o aparato experimental desenvolvido pode ser utili-
zado no estudo efetivo e preciso da dinaˆmica de crescimento de microalgas. Inicialmente
sa˜o apresentados dados referentes a` calibrac¸a˜o do sistema. Em seguida esta˜o ilustrados
os resultados obtidos durante a investigac¸a˜o da temperatura o´tima para o crescimento
da microalga Nannochloropsis oceanica. Apo´s estes, sa˜o apresentados resultados do es-
tudo da dinaˆmica de crescimento das microalgas sob diferentes condic¸o˜es de iluminac¸a˜o e
temperatura. Por fim, sa˜o mostrados os resultados referentes a` utilizac¸a˜o do sistema de-
senvolvido no estudo da variac¸a˜o na concentrac¸a˜o de pigmentos no interior das microalgas
ao longo de ciclos de claro e escuro.
4.1 Estudos preliminares
Apo´s a montagem do aparato experimental, foram realizadas diversas calibrac¸o˜es a
fim de se entender como a temperatura, a concentrac¸a˜o de CO2 e a densidade das algas
influenciam na leitura do sensores. A seguir esta˜o descritas as observac¸o˜es feitas durante
a calibrac¸a˜o do mo´dulo de densidade o´ptica e durante o estudo do meio de cultura puro
submetido a diferentes condic¸o˜es.
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4.1.1 Densidade o´ptica
Um dos objetivos deste trabalho consiste na verificac¸a˜o das taxas de crescimento da
cultura de microalgas em func¸a˜o de paraˆmetros f´ısicos como temperatura e luminosidade.
As taxas de crescimento sa˜o obtidas a partir das variac¸o˜es na densidade da cultura (mi-
croalgas/ml) ao longo do tempo. Ao atravessar a cultura, a atenuac¸a˜o (Aλ) da luz no
comprimento λ e´ obtida pelo mo´dulo de densidade o´ptica a partir da eq. 3.4. A par-
tir desse valor a densidade da cultura pode enta˜o ser calculada com aux´ılio da eq. 3.5.
Pore´m, inicialmente na˜o se conhecia a sec¸a˜o de choque σλ e esta precisou ser encontrada a
partir de uma curva de calibrac¸a˜o entre a densidade o´ptica e a concentrac¸a˜o de ce´lulas na
cultura. Para isso, o fotobiorreator foi preenchido com microalgas e, ao longo de alguns
dias, foram coletadas amostras da cultura para que pudessem ser efetuadas contagens de
ce´lulas em microsco´pio com uma Caˆmara de Neubauer com quadrantes de 1,0 mm de
lado e 0,1 mm de profundidade. As densidades obtidas para diferentes densidades o´pticas
esta˜o representadas na Figura 4.1. Os dados utilizados nos ajustes das Figuras 3.10 e
4.1 foram utilizados no software de controle do fotobiorreator de modo que, a partir das
leituras dos sensores do mo´dulo de densidade o´ptica, a densidade da cultura pode ser
mantida constante pelo mo´dulo de diluic¸a˜o do sistema, ou acompanhada diretamente nos
modos de funcionamento em que a densidade de ce´lulas permanece livre.
















D e n s i d a d e  
Figura 4.1: Curva de calibrac¸a˜o utilizada para a obtenc¸a˜o da densidade da cultura.
Foram realizadas sucessivas contagens de ce´lulas de Nannochloropsis em caˆmara de
Neubauer.
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4.1.2 Meio de Cultura
A fim de se evitar interpretac¸o˜es erroˆneas dos dados provenientes da cultura de mi-
croalgas em diferentes temperaturas, foi realizado um estudo pre´vio das propriedades do
meio de cultura utilizado no cultivo das algas quando submetido a diferentes temperaturas
e diferentes concentrac¸o˜es de CO2.
A influeˆncia da temperatura na densidade o´ptica do meio de cultura e´ dificilmente
distingu´ıvel dos efeitos que essa tem sobre a emissa˜o do LED e resposta dos sensores
o´pticos. Desta forma, na˜o se buscou caracterizar o comportamento o´ptico do meio de
cultura em diferentes temperaturas, e sim calibrar o software de controle do FBR para
que as leituras referentes a` densidade da cultura na˜o fossem influenciadas pela temperatura
do sistema. O comportamento considerado para tal calibrac¸a˜o foi ilustrado no cap´ıtulo
anterior.
A concentrac¸a˜o de oxigeˆnio dissolvido num meio aquoso e´ um paraˆmetro sens´ıvel a`
temperatura e seus valores de equil´ıbrio variam significativamente dentro da faixa de
temperaturas nas quais a cultura de microalgas foi estudada. Conforme ilustrado na
Figura 4.2, a concentrac¸a˜o de O2 no meio de cultura na auseˆncia de algas decai exponen-
cialmente a` medida que a temperatura do sistema e´ elevada.














T e m p e r a t u r a  ( o C )
Figura 4.2: Concentrac¸a˜o de oxigeˆnio dissolvido encontrada no meio de cultura
puro em diferentes temperaturas. O ajuste obtido corresponde a um decaimento
exponencial.
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Ale´m da concentrac¸a˜o de oxigeˆnio dissolvido, a temperatura do meio de cultura in-
fluencia tambe´m no pH do mesmo. Este, por sua vez, e´ fortemente influenciado pela
concentrac¸a˜o de CO2 contida no reservato´rio que conte´m o ar que circula pelo meio. A
Figura 4.3 ilustra, para concentrac¸o˜es de CO2 selecionadas, a influencia da temperatura
no pH do meio de cultura na auseˆncia de algas. Podemos ver que, no meio de cultura
frio, o pH e´ muito mais sens´ıvel a pequenas variac¸o˜es de temperatura do que em tempera-
turas mais elevadas. Ale´m disso, a concentrac¸a˜o de CO2 no reservato´rio de ar influencia
fortemente no pH do meio de cultura, uma vez que a presenc¸a desse ga´s e´ conhecida por
acidificar o meio em que se encontra.
 [ C O 2 ]  =  5 0 0  p p m [ C O 2 ]  =  1 0 0 0  p p m [ C O 2 ]  =  2 0 0 0  p p m [ C O 2 ]  =  3 0 0 0  p p m [ C O 2 ]  =  4 0 0 0  p p m
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Figura 4.3: Valores de equil´ıbrio do pH do meio de cultura (na auseˆncia de algas)
em func¸a˜o da temperatura para diferentes concentrac¸o˜es de CO2.
4.2 Dinaˆmica de crescimento
A luz e a temperatura esta˜o entre os principais fatores que influenciam a dinaˆmica de
uma cultura de microalgas. Para observar seus efeitos foi feito um estudo do crescimento
da cultura quando submetidas a diferentes intensidades luminosas e temperaturas, cujos
resultados esta˜o expostos a seguir.
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4.2.1 Temperatura o´tima
Durante este experimento, as algas foram mantidas a` iluminac¸a˜o constante (24 horas
de luz) com os LEDs brancos na cor 6000 K e poteˆncia total de 5.4 W. Inicialmente a
cultura foi resfriada lentamente ate´ atingir uma temperatura de 15oC e, a partir da´ı, a
temperatura foi mantida constante e a densidade da cultura monitorada. Ao final de um
per´ıodo de treˆs horas a temperatura foi elevada em 1oC e a cultura foi dilu´ıda ate´ atingir
a densidade desejada (≈ 1, 5× 107 ce´lulas/mL) e assim sucessivamente ate´ a temperatura
ma´xima de 40oC.















T e m p o  ( h )
 A l g a s E x t e r n a A l v o
Figura 4.4: Variac¸o˜es de temperatura impostas a` cultura em experimento para de-
tecc¸a˜o da influeˆncia da temperatura na taxa de crescimento das microalgas.
Como pode ser visto na Fig. 4.4, a temperatura da cultura na˜o e´ alterada imedia-
tamente quando ha´ uma alterac¸a˜o na temperatura desejada. Por isso, para a obtenc¸a˜o
das taxas de crescimento ao longo deste experimento, foi considerada apenas a hora final
em que a cultura se encontrava em cada temperatura. A taxa de crescimento para cada
temperatura foi medida diretamente a partir da variac¸a˜o na densidade da cultura ao longo
dessa u´ltima hora. A figura 4.5 mostra que a temperatura o´tima para o crescimento das
microalgas foi de 25oC e que a partir de 36oC a cultura comec¸a a morrer.
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Figura 4.5: Taxa me´dia de crescimento da cultura obtida para as diferentes tempe-
raturas estudadas.
4.2.2 Iluminac¸a˜o
Foi feito um estudo da dinaˆmica de crescimento da microalga Nannochloropsis Oce-
anica quando submetida a diferentes ciclos de iluminac¸a˜o. Em todos os casos, o sis-
tema de diluic¸a˜o foi programado para manter a densidade da cultura constante em
1, 5 × 107 ce´lulas/mL e o volume total dentro do reator constante e igual a 1 litro. A
concentrac¸a˜o de CO2 no ar que circulava pela cultura foi mantida constante em 1500 ppm
e a temperatura permaneceu constante e igual a temperatura o´tima, ou seja, igual 25oC. A
cada cinco minutos foram coletados os dados da cultura referentes ao pH, a` concentrac¸a˜o
de oxigeˆnio dissolvido, a` temperatura e a` densidade o´ptica da cultura. Os resultados
observados em treˆs dos ciclos de iluminac¸a˜o selecionados sa˜o apresentados nas sec¸o˜es que
seguem. Em todos os casos foram utilizados LEDs brancos com temperatura 6000 K.
Dinaˆmica 12x12
A primeira amostra de algas foi submetida ao mesmo ciclo de iluminac¸a˜o ao qual ja´
havia sido condicionada, ou seja, 12 horas cont´ınuas (das 6:00 hs as 18:00 hs) de claro
constante seguidas por 12 horas cont´ınuas (das 18:00 hs as 6:00 hs) de escuro constante,
conforme ilustrado pela Fig. 4.6.
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Figura 4.6: Padra˜o de iluminac¸a˜o durante o regime 12/12. As linhas laranjas mos-
tram os per´ıodos claros e as pretas os per´ıodos escuros.
Apo´s a introduc¸a˜o das microalgas no fotobiorreator, o controle de temperatura e o
ciclo de iluminac¸a˜o desejado foram acionados para que a cultura se aclimatasse ao novo
ambiente, a` nova temperatura, a` nova iluminac¸a˜o e ao novo ar. Os dados mostrados a
seguir foram coletados apo´s o per´ıodo de adaptac¸a˜o.
Foi observado que o pH da cultura possui valores esta´veis durante o per´ıodo escuro e
que este se estabiliza em novos valores elevados poucos minutos apo´s o in´ıcio do per´ıodo
claro, conforme ilustrado na Fig. 4.7. Nos per´ıodos escuros as microalgas respiram e
um dos produtos da respirac¸a˜o sa˜o as mole´culas de CO2 que acabam sendo liberadas
no meio fazendo com que ele fique ligeiramente mais a´cido (≈ 7.6) do que o meio de
cultura puro (≈ 7.7). Nos per´ıodos claros, ale´m de respirar, as microalgas tambe´m fazem
fotoss´ıntese, o que reduz a concentrac¸a˜o de CO2 do meio devido a` fixac¸a˜o de carbono
pela mate´ria orgaˆnica. A` medida que as mole´culas de CO2 sa˜o removidas do meio nos
per´ıodos claros, esse se torna mais alcalino com relac¸a˜o aos per´ıodos escuros (≈ 7.9).
Este valor e´ ligeiramente maior do que o valor medido no meio puro. Isso indica que a
irradiaˆncia correspondente aos per´ıodos claros mostradas na Fig. 4.6 faz com que a taxa
da fotoss´ıntese seja maior do que a taxa da respirac¸a˜o nas condic¸o˜es deste experimento.
Dentro do reator, os u´nicos processos qu´ımicos relevantes associados com a variac¸a˜o das
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Figura 4.7: Dados experimentais (cinza) e ajustes dos valores de equil´ıbrio (la-
ranja/preto) referentes ao pH da cultura no ciclo 12/12 (claro/escuro). A fotoss´ıntese
nos per´ıodos claros (laranja) faz com que o CO2 presente no meio seja consumido,
elevando assim o pH do sistema. Nos per´ıodos escuros (preto), o CO2 fornecido
pelo ar e liberado pela respirac¸a˜o das microalgas na˜o e´ mais consumido, acidificando
portanto o meio e reduzindo o pH da cultura.
mole´culas de CO2 sa˜o a fotoss´ıntese e a respirac¸a˜o. Dessa forma e´ poss´ıvel considerar que,
neste sistema, o pH e´ uma medida indireta da concentrac¸a˜o de CO2 dissolvido no meio.
Ale´m da remover as mole´culas de CO2, a fotoss´ıntese libera O2 no meio, o que foi con-
firmado pelas medidas diretas da concentrac¸a˜o de oxigeˆnio dissolvido (OD) ilustradas na
Fig. 4.8. Assim, a concentrac¸a˜o de OD apresenta patamares distintos nos per´ıodos claros
e escuros, sendo ma´xima no per´ıodo claro e mı´nima no per´ıodo escuro. As concentrac¸o˜es
de equil´ıbrio do OD sa˜o alcanc¸adas quase instantaneamente apo´s a iluminac¸a˜o ser ligada
ou desligada.
As figuras 4.7 e 4.8 mostram que a modulac¸a˜o da luz, atrave´s da respirac¸a˜o e da
fotoss´ıntese realizada pelas microalgas, alteram o equil´ıbrio qu´ımico do meio. A Fig. 4.9
ilustra claramente a existeˆncia de dois estados distintos e bem definidos: pH e OD baixos
nos per´ıodos escuros e pH e OD elevados nos per´ıodos claros.
As alterac¸o˜es nas concentrac¸o˜es gasosas em decorreˆncia da fotoss´ıntese nos per´ıodos
claros ocorrem em conjunto com a multiplicac¸a˜o das ce´lulas. A Figura 4.10 mostra que
durante os per´ıodos escuros a quantidade de microalgas no fotobiorreator permanece cons-
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Figura 4.8: Dados experimentais (em cinza) e ajustes (laranja/preto) referentes
a` concentrac¸a˜o de oxigeˆnio dissolvido (OD) na cultura submetida ao ciclo 12/12
(claro/escuro). Parte do oxigeˆnio produzido pela fotoss´ıntese nos per´ıodos claros
permanece dissolvida no meio l´ıquido.
tante sem que seja necessa´ria nenhuma diluic¸a˜o da cultura, enquanto que nos per´ıodos
claros o sistema de diluic¸a˜o e´ acionado constantemente, o que indica uma constante mul-
tiplicac¸a˜o das ce´lulas.
Com o aux´ılio da calibrac¸a˜o feita entre as taxas de diluic¸a˜o da cultura e as alterac¸o˜es
causadas na densidade de algas e´ poss´ıvel, a partir dos dados ilustrados na Fig. 4.10, obter
as taxas de crescimento da cultura nos per´ıodos claros, conforme ilustrado na Fig. 4.11.
Como o volume e a densidade de microalgas dentro do reator sa˜o constantes, tem-se que
a taxa de diluic¸a˜o e´ igual a taxa de crescimento.
Ao longo dos dias e noites em que este experimento foi mantido, a cultura permaneceu
em agitac¸a˜o devido a` turbuleˆncia gerada pela circulac¸a˜o do ar, no qual a concentrac¸a˜o
de CO2 foi mantida sempre constante em 1500 ppm. Para que isso fosse poss´ıvel, era ne-
cessa´rio adicionar CO2 ao reservato´rio de ar para compensar o CO2 fixado pelas microalgas
que era indiretamente removido do sistema atrave´s da diluic¸a˜o. E´ poss´ıvel ver na Fig. 4.12
a contagem cumulativa das adic¸o˜es efetuadas pela va´lvula de injec¸a˜o de CO2 ao longo do
tempo. Note que o acionamento da va´lvula ocorre frequentemente durante os per´ıodos
claros, pois nesta situac¸a˜o o CO2 e´ consumido como reagente na fotoss´ıntese, o que na˜o
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Figura 4.9: A mudanc¸a no equil´ıbrio qu´ımico do meio causada pela modulac¸a˜o
12/12 da luz pode ser vista claramente no espac¸o OD×pH. Durante o dia (laranja)
a ocorreˆncia da fotoss´ıntese eleva a` concentrac¸a˜o de O2 e diminui a concentrac¸a˜o
de CO2 (observada pelo aumento no pH) na cultura. Durante os per´ıodos noturnos
(preto) a respirac¸a˜o das algas consome o oxigeˆnio dissolvido no meio l´ıquido e libera
CO2 (detectado pela diminuic¸a˜o do pH).
ocorre nos per´ıodos escuros, quando ao contra´rio, CO2 e´ produzido pela respirac¸a˜o.
A taxa com que as microalgas consomem mole´culas de CO2 enquanto realizam fo-
toss´ıntese pode ser calculada a partir da derivada da curva obtida para a adic¸a˜o do CO2
em cada per´ıodo representado na Fig. 4.12. Tambe´m neste caso, tem-se que a taxa de
adic¸a˜o de CO2 no reservato´rio e´ igual a taxa de consumo de CO2 pela cultura. Para isso,
foi efetuada uma calibrac¸a˜o que relaciona a taxa de acionamento da va´lvula de CO2 com a
respectiva alterac¸a˜o causada na concentrac¸a˜o deste ar no reservato´rio que alimenta o sis-
tema. Ao se dividir a taxa de consumo de CO2 pelo nu´mero de ce´lulas presentes no reator
e´ obtido o nu´mero de mole´culas que sa˜o capturadas por cada ce´lula a cada segundo. Este
consumo esta´ representado na Fig. 4.13 e as taxas obtidas apontam que a cada dia ocorre
um consumo da ordem de 1021 mole´culas de CO2 pela cultura presente no fotobiorreator.
Assim como foi verificada uma n´ıtida correlac¸a˜o entre o pH e o DO na cultura, nota-se
tambe´m, na Fig. 4.14, a dependeˆncia entre o consumo de CO2 e a taxa de crescimento da
cultura. Esse gra´fico evidencia de forma clara que a dinaˆmica de crescimento da cultura
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Figura 4.10: Dados experimentais (cinza) e ajustes (laranja/preto) referentes a` con-
tagem cumulativa do tempo de acionamento do sistema de diluic¸a˜o ao longo de
experimento em regime 12/12 (claro/escuro). O acionamento da diluic¸a˜o, sempre
que a densidade de ce´lulas supera o valor preestabelecido (1, 5 × 107 ce´lulas/mL),
permite que a densidade da cultura seja mantida constante ao longo do tempo.
influencia o ambiente externo, nesse caso, o ar do reservato´rio.
A Figura 4.15 traz o quadro resumo com os diversos paraˆmetros que caracterizam a
dinaˆmica da cultura submetida ao ciclo 12/12 de claro/escuro.
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Figura 4.11: Taxas de crescimento das algas quando submetidas ao regime 12/12
(claro/escuro) obtidas a partir das derivadas de cada per´ıodo representado na Fi-
gura 4.10. Note a auseˆncia de crescimento durante os per´ıodos escuros (preto) em
contraste com o crescimento com taxas bem definidas (laranja) durante os per´ıodos
claros.
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Figura 4.12: Dados experimentais (cinza) e ajustes (laranja/preto) referentes ao acio-
namento da va´lvula de adic¸a˜o de CO2 ao longo do experimento 12/12 (claro/escuro).
Para manter a concentrac¸a˜o de CO2 no ar que circular pela cultura constante em
1500 ppm e´ necessa´rio que este seja adicionado ao sistema durante os per´ıodos claros
(laranja) uma vez que esse ga´s e´ fixado pelas microalgas e removido do sistema pela
diluic¸a˜o.
Figura 4.13: Taxa de consumo de CO2 pela cultura durante o experimento 12/12
de claro/escuro. E´ poss´ıvel notar que existe consumo de CO2 apenas nos per´ıodos
claros (laranja).
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Figura 4.14: Relac¸a˜o entre a taxa de consumo de CO2 e a taxa de crescimento
da cultura durante os per´ıodos claros (laranja) e escuros (preto) no regime 12/12
de claro/escuro. Conforme esperado, durante os per´ıodos claros a ocorreˆncia da
fotoss´ıntese implica na divisa˜o das microalgas e na captura das mole´culas de CO2,
enquanto nos per´ıodos escuros a densidade da cultura permanece constante e na˜o
ha´ consumo de CO2.
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Figura 4.15: Quadro resumo com os principais paraˆmetros observados durante o
regime 12/12 de claro/escuro. a) Poteˆncia dos LEDs de iluminac¸a˜o da cultura. b)
pH da cultura. c) Concentrac¸a˜o de oxigeˆnio dissolvido na cultura. d) Crescimento
espec´ıfico das ce´lulas. e) Taxa de consumo de CO2.
66 CAPI´TULO 4. RESULTADOS
Dinaˆmica Step
O segundo ciclo de iluminac¸a˜o utilizado no estudo das microalgas foi o produzido pelo
modo step do fotobiorreator. Neste, as algas foram submetidas a um ciclo de 24 horas no
qual, nas 12 horas iniciais, a poteˆncia dos LEDs era aumentada a cada duas horas com
incrementos constantes e, nas 12 horas restantes, a poteˆncia era reduzida periodicamente
aos mesmos valores utilizados anteriormente, como mostra a Fig. 4.16.
Assim como o que foi observado na dinaˆmica 12/12, neste novo modo de iluminac¸a˜o,
o pH da cultura continuou apresentando valores esta´veis para cada poteˆncia dos LEDs
a`s quais a cultura foi submetida. A cada aumento na intensidade da luz incidente sobre
as algas foi observada uma elevac¸a˜o no valor do pH de equil´ıbrio da cultura, conforme
ilustrado na Fig. 4.17. Os valores intermedia´rios encontrados entre os per´ıodos escuros e
os per´ıodos mais claros indicam que a concentrac¸a˜o de CO2 no meio tambe´m se estabiliza
em valores que dependem diretamente da iluminac¸a˜o que incide sobre a cultura ao longo
do dia, alcalinizando o meio em cada aumento na intensidade dos LEDs e acidificando-o
a cada diminuic¸a˜o em tal intensidade.
As variac¸o˜es na concentrac¸a˜o de CO2 ao longo do dia sa˜o acompanhadas por variac¸o˜es
na concentrac¸a˜o do oxigeˆnio dissolvido na cultura. Assim como o pH, a concentrac¸a˜o de
Figura 4.16: Padra˜o de iluminac¸a˜o imposto a` cultura durante o modo step.
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Figura 4.17: Dados experimentais (cinza) e ajustes dos valores de equil´ıbrio do
pH da cultura quando submetida ao modo step. A realizac¸a˜o da fotoss´ıntese pelas
microalgas se intensifica a` medida que ocorre o aumento da luz incidente sobre a
cultura. Os per´ıodos mais claros (laranja) correspondem aos valores ma´ximos de
pH. Durante os per´ıodos escuros (preto) o pH da cultura e´ mı´nimo.
Figura 4.18: Dados experimentais (cinza) e ajustes da concentrac¸a˜o de oxigeˆnio
dissolvido na cultura submetida ao modo step. Quanto maior a intensidade da luz
incidente sobre a cultura, maior a concentrac¸a˜o de O2 dissolvido no meio l´ıquido.
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Figura 4.19: Correlac¸a˜o entre o pH e a concentrac¸a˜o de oxigeˆnio dissolvido na cultura
durante o modo step. O equil´ıbrio qu´ımico do meio e´ definido pela poteˆncia dos
LEDs.
O2 tambe´m se estabiliza em um valor distinto a cada vez que a intensidade dos LEDs e´
alterada, como pode ser visto na Fig. 4.18. A dependeˆncia entre os valores de equil´ıbrio do
pH e da concentrac¸a˜o de oxigeˆnio dissolvido ao longo dos ciclos com diferentes intensidades
luminosas pode ser verificada a partir da Fig. 4.19.
As alterac¸o˜es nas concentrac¸o˜es gasosas em decorreˆncia da fotoss´ıntese em cada per´ıodo
luminoso ocorrem em conjunto com a multiplicac¸a˜o das ce´lulas. A Fig. 4.20 mostra que
quanto mais intensa a luz incidente sobre a cultura, mais frequentemente o sistema de
diluic¸a˜o e´ acionado para que a densidade de algas permanec¸a constante no valor escolhido
(1, 5× 107 ce´lulas/mL).
De maneira ana´loga ao que foi feito para o modo 12/12, podemos, a partir dos acio-
namentos da diluic¸a˜o, obter as taxas de crescimento da cultura no modo step. Tais taxas
esta˜o representadas na Fig. 4.21.
Para que acontec¸a o crescimento da cultura e´ necessa´rio que ocorra a fixac¸a˜o de CO2
pelas microalgas. Visto que a concentrac¸a˜o deste ga´s no ar que circula pela cultura e´
mantida constante, e´ necessa´rio que haja adic¸a˜o de CO2 sempre que a cultura apresenta
uma taxa de crescimento na˜o nula. Este fato pode ser verificado a partir da contagem de
acionamentos da va´lvula de controle de CO2, mostrada na Fig. 4.22. Podemos ver que a
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Figura 4.20: Dados experimentais (cinza) e ajustes (tons de laranja) referentes a`
contagem cumulativa do tempo de acionamento do sistema de diluic¸a˜o ao longo do
experimento no modo step. O acionamento da diluic¸a˜o sempre que a densidade de
ce´lulas supera o valor preestabelecido (1, 5×107 ce´lulas/mL) permite que a densidade
da cultura seja mantida constante ao longo do tempo. A taxa de acionamento e´
proporcional a poteˆncia dos LEDs.
frequeˆncia de acionamento de tal va´lvula aumenta a` medida que se aumenta a intensidade
dos LEDs que iluminam a cultura.
As taxas com as quais o CO2 e´ fixado pelas algas podem ser obtidas de maneira ana´loga
a` adotada no modo 12/12. O consumo espec´ıfico de CO2 pelas ce´lulas esta´ representado
na Fig. 4.23 e sua relac¸a˜o com o crescimento da cultura pode ser verificada na Fig. 4.24.
A Figura 4.25 traz o quadro resumo com os principais paraˆmetros observados durante
a dinaˆmica step.
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Figura 4.21: Taxa de crescimento da cultura quando submetida ao modo de ilu-
minac¸a˜o step. Para cada poteˆncia de iluminac¸a˜o, as taxas de crescimento foram
obtidas a partir da inclinac¸a˜o da reta que melhor se ajusta a` contagem de diluic¸a˜o
durante o respectivo intervalo de tempo. Nota-se que a taxa de crescimento ma´xima
ocorre quando a luz incidente sobre a cultura e´ mais intensa (laranja) e nula nos
per´ıodos escuros (preto).
Figura 4.22: Dados experimentais (cinza) e ajustes (tons de laranja) referentes ao
acionamento da va´lvula de adic¸a˜o de CO2 ao sistema ao longo de experimento no
modo step. Veˆ-se que a frequeˆncia de acionamento da va´lvula e´ proporcional a
poteˆncia dos LEDs.
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Figura 4.23: Consumo de CO2 pela cultura durante o experimento em modo step.
Percebe-se que a taxa de consumo e´ ma´xima durante os per´ıodos mais claros (laranja)
e nula durante os per´ıodos escuros ( preto).
Figura 4.24: Correlac¸a˜o entre o consumo de CO2 e a taxa de crescimento da cul-
tura durante experimento em modo step do fotobiorreator. Conforme esperado,
nos per´ıodos mais luminosos a ocorreˆncia da fotoss´ıntese implica na divisa˜o mais
frequente das ce´lulas e na captura das mole´culas de CO2 presentes na cultura com
taxas mais elevadas. Nos per´ıodos sem iluminac¸a˜o a densidade da cultura permanece
constante e na˜o ha´ consumo de CO2.
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Figura 4.25: Quadro resumo com os principais paraˆmetros observados durante o
modo step de funcionamento do fotobiorreator. a) Poteˆncia dos LEDs de iluminac¸a˜o
da cultura. b) pH da cultura. c) Concentrac¸a˜o de oxigeˆnio dissolvido na cultura. d)
Crescimento espec´ıfico das ce´lulas. e) Taxa de consumo de CO2.
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Dinaˆmica Senoidal
O u´ltimo padra˜o de iluminac¸a˜o do fotobiorreator utilizado no estudo da dinaˆmica de
crescimento das microalgas foi o modo senoidal, que impoˆs o ciclo de iluminac¸a˜o mostrado
na Fig. 4.26. Diferente dos outros modos, este apresenta alterac¸o˜es suaves e cont´ınuas
na intensidade dos LEDs que iluminam a cultura, obedecendo uma padra˜o senoidal de
per´ıodo 24 horas.
O padra˜o senoidal produzido pelos LEDs foi observado tambe´m no pH da cultura,
conforme pode ser verificado na Fig. 4.27. Mais uma vez, observa-se picos de pH nos
instantes em que a iluminac¸a˜o e´ mais intensa, devido a` menor concentrac¸a˜o de CO2
dissolvido na cultura.
Uma vez que a absorc¸a˜o de CO2 pelas algas esta associada a` liberac¸a˜o de O2 no meio, e´
natural que o padra˜o observado no pH se repita nas concentrac¸o˜es de oxigeˆnio dissolvido,
o que pode ser confirmado a partir da Fig. 4.28. A relac¸a˜o entre os valores obtidos a
partir dos ajustes do pH e do OD esta´ representada na Fig. 4.29.
Visto que o CO2 absorvido do meio e´ utilizado para a multiplicac¸a˜o das ce´lulas que
compo˜em a cultura, e´ esperado que a taxa de crescimento das microalgas tambe´m apre-
Figura 4.26: Padra˜o da iluminac¸a˜o a` qual a cultura foi submetida durante o modo
senoidal do fotobiorreator. Foram utilizados LEDs cujas intensidades variaram su-
avemente com um per´ıodo de 24 horas.
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Figura 4.27: Dados experimentais (cinza) e ajuste (tons de laranja) referentes ao pH
da cultura submetida ao modo de iluminac¸a˜o senoidal.
Figura 4.28: Dados experimentais (cinza) e ajuste (tons de laranja) da concentrac¸a˜o
de oxigeˆnio dissolvido na cultura submetida ao modo de iluminac¸a˜o senoidal.
sente um padra˜o senoidal quando calculada a partir dos acionamentos do mo´dulo de
diluic¸a˜o do sistema (Fig. 4.30), o que pode ser verificado ao se observar a Fig. 4.31. Ao
contra´rio do que foi observado para os demais modos de iluminac¸a˜o, no modo senoidal a
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Figura 4.29: Correlac¸a˜o entre o pH e a concentrac¸a˜o de oxigeˆnio dissolvido na cultura
submetida ao modo de iluminac¸a˜o senoidal. Pode-se ver neste caso que o equil´ıbrio
qu´ımico do meio varia continuamente entre os extremos.
taxa de crescimento da cultura na˜o possui valores nulos nos per´ıodos escuros, o que pode
ser entendido como um efeito do curto tempo em que as algas permanecem na auseˆncia
de luz.
Em conjunto com o crescimento das algas, ocorre o consumo de CO2 pela cultura com
uma taxa que pode ser obtida a partir da frequeˆncia de acionamento da va´lvula de controle
de CO2 (Fig. 4.32) e esta´ ilustrada na Fig. 4.33. Assim como a taxa de crescimento, a
taxa de consumo de CO2 tambe´m na˜o apresenta valores nulos neste modo de iluminac¸a˜o,
devido ao tempo reduzido em que a cultura permanece no escuro. A dependeˆncia entre
ambas estas taxas pode ser verificada na Fig. 4.33.
E´ mostrado, na Fig. 4.35, o quadro resumo com os principais paraˆmetros encontrados
na dinaˆmica senoidal.
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Figura 4.30: Dados experimentais (cinza) e ajuste (tons de laranja) referentes a`
contagem cumulativa do tempo de acionamento do sistema de diluic¸a˜o ao longo
do experimento modo de iluminac¸a˜o senoidal. O acionamento da diluic¸a˜o sempre
que a densidade de ce´lulas supera o valor preestabelecido (1, 5 × 107 ce´lulas/mL)
permite que a densidade da cultura seja mantida constante indefinidamente. A taxa
de acionamento e´ proporcional a` poteˆncia dos LEDs
Figura 4.31: Taxa de crescimento da cultura quando submetida ao modo de ilu-
minac¸a˜o senoidal, obtida a partir da derivada da curva mostrada na Fig. 4.30.
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Figura 4.32: Dados experimentais (cinza) e ajustes (tons de laranja) referentes ao
acionamento da va´lvula de adic¸a˜o de CO2 ao sistema ao longo de experimento no
modo de iluminac¸a˜o senoidal.
Figura 4.33: Consumo de CO2 da cultura obtido a partir dos ajustes referentes ao
acionamento da va´lvula de injec¸a˜o de CO2 (Fig. 4.32) durante o experimento no
modo de iluminac¸a˜o senoidal.
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Figura 4.34: Correlac¸a˜o entre o consumo de CO2 e a taxa de crescimento da cultura
no modo de iluminac¸a˜o senoidal.
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Figura 4.35: Quadro resumo com os principais paraˆmetros observados durante o
modo de iluminac¸a˜o senoidal. a) Poteˆncia dos LEDs de iluminac¸a˜o da cultura. b)
pH da cultura. c) Concentrac¸a˜o de oxigeˆnio dissolvido na cultura. d) Crescimento
espec´ıfico das ce´lulas. e) Taxa de consumo de CO2.
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4.2.3 Efeitos conjuntos da temperatura e da luz
Para buscar um melhor entendimento do crescimento da cultura em um regime com
iluminac¸a˜o perio´dica em diferentes temperaturas, foi realizado um experimento em que as
variac¸o˜es impostas aos LEDs que iluminam as microalgas foram associadas a`s variac¸o˜es
de temperatura. Tal experimento foi conduzido no modo senoidal de iluminac¸a˜o e com
alterac¸o˜es de temperatura que eram realizadas a cada dois dias. Com o objetivo de se
observar poss´ıveis efeitos de foto-inibic¸a˜o, ale´m dos LEDs brancos que ja´ haviam sido
utilizados nos experimentos anteriores, foi introduzido tambe´m o conjunto de LEDs oti-
mizados para a fotoss´ıntese, cujos picos de emissa˜o correspondem a`s regio˜es do espectro
com maior absorc¸a˜o pela clorofila.
Inicialmente as microalgas foram aclimatadas no fotobiorreator a 25oC e, ao longo do
experimento, a temperatura do sistema foi reduzida ate´ 5oC e enta˜o elevada novamente
ate´ a temperatura inicial. Tanto durante o resfriamento como durante o aquecimento
das microalgas, as variac¸o˜es de temperatura foram sempre de 5oC. Foi poss´ıvel observar
que, com a adic¸a˜o dos novos LEDs otimizados para a fotoss´ıntese, o pico de crescimento
apresentou, em va´rios dos dias, valores superiores aos apresentados no experimento an-
terior com o modo senoidal de iluminac¸a˜o. Ale´m disso, o instante no qual ocorreu o
crescimento ma´ximo da cultura foi sempre anterior ao pico de iluminac¸a˜o, o que indica
que a foto-inibic¸a˜o foi atingida. Apo´s atingir o crescimento ma´ximo, a cultura na˜o repete
o seu comportamento na segunda metade do dia, quando as poteˆncias de iluminac¸a˜o se
repetem. Isto sugere que as microalgas demoram a se recuperar apo´s a foto-inibic¸a˜o.
Ao se comparar as taxas de crescimento da cultura a uma mesma temperatura durante
o resfriamento e posteriormente durante o aquecimento do sistema, essas na˜o se mostraram
equivalentes. Tal resultado sugere a existeˆncia de uma memo´ria no sistema, ou seja, o
que determina o comportamento da cultura em um dado estado na˜o e´ apenas o conjunto
de varia´veis que caracterizam tal estado, mas sim o histo´rico dessas varia´veis ao longo do
tempo. A Figura 4.36 ilustra a taxa de crescimento ao longo de um dia para as diferentes
temperaturas estudadas.
Na Figura 4.37 pode-se observar o comportamento da taxa de crescimento das microal-
gas em func¸a˜o da poteˆncia luminosa aplicada. Esta figura evidencia a histerese observada
na cultura devido a` ocorreˆncia de foto-inibic¸a˜o no sistema.
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Figura 4.36: a) Padra˜o de iluminac¸a˜o imposto a`s algas a cada dia. b) Taxas de
crescimento obtidas durante os primeiros dias do experimento, enquanto a cultura
era resfriada. c) Taxas de crescimento obtidas durante os dias em que a temperatura





























Figura 4.37: Taxa de crescimento da cultura em func¸a˜o da poteˆncia luminosa em di-
ferentes temperaturas estudadas. Percebe-se, em cada curva, que o comportamento
das microalgas foi diferente durante os per´ıodos de “amanhecer” e “anoitecer” do
dia.
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4.3 Variac¸o˜es no espectro de absorc¸a˜o
O espectro de absorc¸a˜o de uma cultura de microalgas num dado instante pode ser
representado como a soma das contribuic¸o˜es dos diferentes pigmentos opticamente ativos
presentes no interior das ce´lulas:
A(λ, t) = Cchl(t)Achl(λ) + Ccar(t)Acar(λ) + C0(t)A0(λ), (4.1)
onde Achl e Acar representam o espectro de absorc¸a˜o da clorofila-a e dos carotenoides,
respectivamente, e A0 representa as demais contribuic¸o˜es para o espectro. Cada uma













onde α corresponde a chl, car ou 0. Os valores de aαi, λαi e wαi encontrados para descrever
o espectro de absorc¸a˜o da Nannochloropsis Oceanica esta˜o representados na Tabela 4.1.
Os coeficientes Cα(t) podem apresentar variac¸o˜es ao longo do tempo e fornecem, para
cada instante, a contribuic¸a˜o de cada componente α.
Durante diversos dias, uma cultura de um litro de Nannochloropsis Oceanica foi
submetida a um regime de iluminac¸a˜o de 12 horas de claro e 12 horas de escuro en-
quanto paraˆmetros como temperatura, densidade e salinidade foram mantidos constantes
Tabela 4.1: Paraˆmetros do espectro de absorc¸a˜o da Nannochloropsis de acordo com
as equac¸o˜es 4.1 e 4.2.
a λ (nm) w (nm)







car 0.432 464.5 9.4
0.946 485.1 13.9
0 0.442 505.5 12.4
0.569 512.3 32.3
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(107± 105 cels/mL, 25, 0± 0, 1 oC e 30± 1 ppt, respectivamente). A cada cinco minutos,
ale´m dos paraˆmetros ja´ tratados nas sec¸o˜es anteriores, foi obtido tambe´m o espectro de
absorc¸a˜o da cultura. Para que este fosse encontrado, foram utilizadas a transmitaˆncia
de luz em comprimentos de onda de 400 a 700 nm (com resoluc¸a˜o de 0,5 nm) e a lei de
Lambert-Beer (eq. 3.5). O espectro me´dio obtido ao longo dos treˆs u´ltimos dias do expe-
rimento pode ser observado na Figura 4.38 e corresponde a` combinac¸a˜o linear de pacotes
descritos pela Eq. 4.2.
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Figura 4.38: Espectro de absorc¸a˜o me´dio obtido para algas Nannochloropsis ao
longo dos treˆs u´ltimos dias submetidas ao regime claro/escuro de 12 horas. Ale´m do
espectro total de absorc¸a˜o, esta˜o representadas tambe´m as contribuic¸o˜es espec´ıficas
de cada componente.
Com o aux´ılio de um algoritmo de ajuste, os coeficientes Cchl(t), Ccar(t) e C0(t) con-
tidos na Eq. 4.1 foram encontrados para descrever o espectro de absorc¸a˜o da cultura
(obtido pela Equac¸a˜o 3.5) em cada instante. A Figura 4.39a compara uma das curvas
ajustadas e seus respectivos dados experimentais e mostra um bom acordo entre ambos.
Na Figura 4.39b esta˜o sobrepostos todos os espectros obtidos durante as u´ltimas 72 ho-
ras do experimento. E´ poss´ıvel observar que a regia˜o em torno do pico de absorc¸a˜o dos
carotenoides foi a u´nica a exibir variac¸o˜es significativas ao longo do tempo.
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Enquanto Cchl, e C0 permaneceram constantes com os valores iguais a 1,16 e 0,53
respectivamente, Ccar apresentou um padra˜o oscilato´rio centrado em 0,55. A Figura 4.38
ilustra este modelo aplicado ao espectro de absorc¸a˜o da Nannochloropsis Oceanica e aos
seus componentes. Esta representac¸a˜o se mostra muito semelhante a outras utilizadas
na literatura para representar a absorc¸a˜o de Nannochloropsis sp. [25] e Nannochloropsis
Salina [26].
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Figura 4.39: a) Exemplo de espectro de absorc¸a˜o obtido com a Eq. 3.4 e sua res-
pectiva representac¸a˜o anal´ıtica (Eq. 4.1). A exemplo do espectro ilustrado, para
os demais tambe´m foram encontradas boas representac¸o˜es anal´ıticas, com forte con-
cordaˆncia entre ajustes e dados experimentais. b) Sobreposic¸a˜o de todos os espectros
obtidos ao longo das 72 horas finais do experimento (em preto). E´ poss´ıvel observar
que a u´nica regia˜o com alterac¸o˜es significativas se encontra no pico de absorc¸a˜o dos
carotenoides (em laranja).
As alterac¸o˜es observadas na atividade o´ptica dos carotenoides em relac¸a˜o a` clorofila-
a podem ser melhor entendidas a partir da ana´lise dos valores dos coeficientes Cchl(t),
Ccar(t) e C0(t). Enquanto Cchl e C0 permaneceram constantes ao longo do tempo, Ccar
apresentou um padra˜o oscilato´rio. Na Figura 4.40 e´ poss´ıvel ver que tal padra˜o segue a
dinaˆmica de crescimento da cultura associada aos ciclos 12/12 de claro/escuro. Nesta, o
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painel superior evidencia que a ocorreˆncia da fotoss´ıntese e da respirac¸a˜o das microalgas
leva o pH e o oxigeˆnio dissolvido na cultura a terem valores de equil´ıbrio distintos durante
os per´ıodos claros e escuros. O painel central, por sua vez, ilustra a manutenc¸a˜o da
densidade constante da cultura a partir de acionamentos da diluic¸a˜o do sistema, que
ocorria frequentemente durante os per´ıodos claros e praticamente na˜o ocorria enquanto a
cultura era mantida no escuro. Finalmente, o painel inferior ilustra um comportamento
circadiano na atividade o´ptica dos carotenoides. O padra˜o obtido possui uma fase de
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Figura 4.40: Padro˜es circadianos associados ao ciclo 12/12 de claro/escuro. a)
Valores do pH e da concentrac¸a˜o de oxigeˆnio dissolvido na cultura. b) Densidade das
algas mantida constante por acionamentos do mo´dulo de diluic¸a˜o do fotobiorreator.
c) Comportamento circadiano da atividade o´ptica dos carotenoides.
O exato mecanismo causador deste padra˜o ainda merece investigac¸o˜es mais detalhadas
mas, ainda assim, algumas considerac¸o˜es podem ser feitas a partir dos resultados obtidos.
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Caso fossem observadas variac¸o˜es no comportamento dos carotenoides de maneira abso-
luta, mas na˜o em respeito a` clorofila-a, o padra˜o oscilato´rio poderia sugerir alterac¸o˜es no
tamanho das ce´lulas devido a` divisa˜o celular ou no ı´ndice de refrac¸a˜o do meio intracelular.
Pore´m o fato de que a contribuic¸a˜o da clorofila-a para os espectros foi mantida constante
garante que as alterac¸o˜es observadas prove´m na˜o de alterac¸o˜es gerais das ce´lulas, mas das
concentrac¸o˜es relativas entre estes pigmentos fotossintetizantes.
Cap´ıtulo 5
Discusso˜es e Perspectivas Futuras
Ao longo deste trabalho foram planejados, constru´ıdos e testados treˆs proto´tipos dis-
tintos de fotobiorreatores automatizados. A cada nova versa˜o se buscou mais robustez,
facilidade de manutenc¸a˜o e precisa˜o no controle dos paraˆmetros que condicionam o de-
senvolvimento das microalgas. Com isso, se alcanc¸ou um aparato experimental robusto,
que opera de maneira facilmente configura´vel e que permite a obtenc¸a˜o de dados precisos
e reprodut´ıveis.
O aparato foi utilizado no estudo da dinaˆmica de crescimento da microalga Nanno-
chloropsis oceanica. Este dispositivo, junto com a metodologia desenvolvida, permitiu o
estudo qualitativo e quantitativo da dinaˆmica de crescimento da cultura atrave´s de va´rias
medidas distintas, todas correlacionadas entre si e de acordo com o esperado. Especifi-
camente, o aparato permitiu que a dinaˆmica de crescimento da cultura fosse registrada
atrave´s 1) da variac¸a˜o na densidade de microalgas na cultura, 2) da variac¸a˜o no equil´ıbrio
qu´ımico (pH e OD) no meio de cultura e 3) da taxa de consumo de CO2 presente no ar
que circula pela cultura. Ficou claro que essas variac¸o˜es sa˜o definidas pela modulac¸a˜o da
luz incidente na cultura e dependem da temperatura.
Foi detectada uma histerese nas taxas de crescimento medidas em func¸a˜o da intensi-
dade da luz incidente. Isso ocorre apenas quando a luz incidente atinge um certo valor
elevado, capaz de causar a foto-inibic¸a˜o nas microalgas. Este comportamento sugere que
a dinaˆmica de crescimento da cultura e´ complexa e na˜o depende apenas dos paraˆmetros
instantaˆneos que caracterizam o estado em que as algas se encontram, e sim de como esses
paraˆmetros evolu´ıram ao longo do tempo. Desta forma, modelos que descrevem o cres-
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cimento da cultura apenas em func¸a˜o da luz e da temperatura instantaˆnea no ambiente
sa˜o limitados.
Ale´m de proporcionar o estudo da dinaˆmica de crescimento da cultura, o aparato
desenvolvido foi capaz de evidenciar a existeˆncia de uma dinaˆmica interna nas microalgas.
Essa dinaˆmica ficou clara a partir das variac¸o˜es no espectro de absorc¸a˜o das microalgas
associada com a modulac¸a˜o da luz. A partir da decomposic¸a˜o do espectro nas suas
componentes associadas aos pigmentos ativos, foi poss´ıvel medir que a concentrac¸a˜o de
carotenoides varia de acordo com a modulac¸a˜o da luz incidente. A capacidade de medir
in vivo esse tipo de fenoˆmeno constitui uma valiosa ferramenta de monitoramento na˜o
destrutivo da conversa˜o energe´tica realizada pela fotoss´ıntese nas microalgas.
O entendimento completo da dinaˆmica de crescimento de microalgas e´ um problema
complexo e envolve um grande nu´mero de paraˆmetros, com muitos fatores que ainda
merecem ser investigados, dentre eles:
• Estudo do crescimento da cultura em func¸a˜o do espectro de iluminac¸a˜o.
• Ana´lise do crescimento em func¸a˜o de diferentes concentrac¸o˜es moleculares no ar que
circula na amostra.
• Desenvolvimento de teorias f´ısicas capazes de explicar o funcionamento de organis-
mos fotossintetizantes.
• Investigac¸a˜o de poss´ıveis efeitos associados a memo´ria fotoqu´ımica na microalgas.
• Consequeˆncias ciberne´ticas na interac¸a˜o entre fotobiorreator (hardware+software)
e cultura de microalgas.
• Uso de fotobiorreatores como ferramentas capazes de realizar evoluc¸a˜o adaptativa
de laborato´rio de forma automatizada.
Atualmente estes estudos esta˜o em fase de planejamento e devem ser iniciados em
breve. Eles sera˜o realizados em verso˜es melhoradas do aparato experimental. Especi-
ficamente, nessas novas verso˜es havera´ um painel de iluminac¸a˜o cujo espectro emitido
sera´ controla´vel a partir de 20 fontes individuais com comprimentos de onda entre 400
e 700 nm. Ale´m disso, um espectroˆmetro de massa sera´ acoplado ao reservato´rio de ar.
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Com ele sera´ poss´ıvel preparar um ar com diferentes concentrac¸o˜es moleculares e verificar
como isso afeta a dinaˆmica de crescimento da cultura e as trocas gasosas realizadas pelas
microalgas.
O Fotobiorreator desenvolvido neste trabalho permite o estudo quantitativo da dinaˆmica
de crescimento de microalgas. Essa dinaˆmica esta´ intrinsecamente associada a conservac¸a˜o
de energia e mate´ria no sistema e essas leis de conservac¸a˜o sa˜o a base de qualquer teoria
f´ısica, em particular a termodinaˆmica. Dessa forma, os experimentos que podem ser rea-
lizados com esse aparato fornecem a base experimental para qualquer teoria f´ısica sobre
o funcionamento de organismos fotossintetizantes, em particular, as microalgas.
Durante o desenvolvimento desta tese, entre teste e experimentos que deram errado
e experimentos que deram certo, foram acumuladas algumas milhares de horas de fun-
cionamento de fotobiorreatores em diversas circunstaˆncias. Em alguns casos espec´ıficos,
os resultados da dinaˆmica de crescimento evidenciou a existeˆncia de uma memo´ria fo-
toqu´ımica no sistema. Isso acontece, por exemplo, quando o padra˜o de iluminac¸a˜o da
cultura muda de forma repentina. Nesses casos e´ poss´ıvel identificar que resqu´ıcios do
padra˜o antigo continuam presentes na nova dinaˆmica de crescimento. Mais especifica-
mente, e´ poss´ıvel notar que se a hora do “poˆr do sol” e´ propositalmente atrasada, a taxa
de crescimento medida durante o atraso e´ menor do que a taxa de crescimento medida
ao longo do dia original. Ale´m disso, foi visto que o padra˜o de oscilac¸a˜o encontrado no
espectro de absorc¸a˜o da cultura permanece ativo mesmo apo´s a modulac¸a˜o 12/12 na ilu-
minac¸a˜o ser alterado. Isso indica que, as microalgas apo´s serem sincronizadas em um dado
padra˜o de iluminac¸a˜o, desenvolvem uma memo´ria fotoqu´ımica, associada com aquele ciclo
circadiano. Atualmente esta˜o sendo preparados experimentos para que esse fenoˆmeno seja
confirmado de forma clara e definitiva.
Os fotobiorreatores desenvolvidos neste trabalho sa˜o dispositivos mecatroˆnicos, ou
seja, reatores robo´ticos com um software de controle programa´vel que estabelece relac¸o˜es
entre sensores e atuadores. Atualmente esses sistemas veˆm sendo utilizados como uma
plataforma de controle gerida por um usua´rio (local ou remoto) ou programada para ser
autoˆnoma, de acordo com regras pre´-definidas. O pro´ximo passo sera´ equipar o aparato
com uma heur´ıstica de inteligeˆncia artificial que deˆ ao reator a habilidade de perceber,
aprender, buscar, planejar e otimizar. Nesse contexto, o reator poderia na˜o apenas guiar a
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evoluc¸a˜o da cultura, mas evoluir junto com ela. Esse tipo de sistema poderia em princ´ıpio
evoluir como um sistema dinaˆmico com o objetivo de obter o maior potencial energe´tico
proveniente das microalgas.
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Abstract In this paper we show that the absorption spec-
trum of the microalgae Nannochloropsis oceanica exhibits
changes in response to the modulation of incident light.
A model was used to analyze the contribution of different
active pigments to the total absorption in the photosynthet-
ically active radiation region and suggested consistent diel
oscillations in the optical activity of carotenoids.
Keywords Nannochloropsis · Absorption spectrum ·
Carotenoids · Diel oscillations
Introduction
Photosynthesis is the main process of energy transformation
on our planet and its importance for life as we know is enor-
mous [1–4]. Photosynthetic organisms are at the very base
of almost all food chains and over the last 3 billion years
they have provided most of the molecular oxygen found
in the atmosphere [5]. Among many other photosynthetic
This paper belongs to Topical Collection VI Symposium on
Electronic Structure and Molecular Dynamics – VI SeedMol
 Luiz F. Roncaratti
roncaratti@fis.unb.br
1 Instituto de Fı´sica, Universidade de Brası´lia, 70910-900
Brası´lia, Brazil
2 Faculdade Gama, Universidade de Brası´lia, 72444-240 Gama,
Brazil
3 Embrapa Agroenergia, 70770-901 Brası´lia, Brazil
organisms, microalgae stand out due to their relative sim-
plicity and variety [6]. They are ubiquitous in nature [7]
and their biodiversity represents a valuable resource for
the humankind [8, 9]. Over the last decades, thousands
of novel compounds have been harvested from microalgae
biomass, most of them unique products like carotenoids,
fatty acids, antioxidants, toxins, enzymes, polymers, pep-
tides, and sterols [10].
Among several species of microalgae described in the lit-
erature, the ones belonging to the Nannochloropsis genus
have been attracting increasing interest due to their promis-
ing biotechnology applications [11, 12] and to their high
lipid content and productivity. At the moment, their uses
range from an energy-rich food source to biofuel produc-
tion [13–19]. All the Nannochloropsis species consist of
non-motile cells with diameters of 2–5 micrometers and few
structural elements which do not present any distinct mor-
phological feature, being characterized mostly by genome
sequence analysis [20, 21]. They all have chlorophyll a, lack
of chlorophyll b and c, and are able to accumulate high lev-
els of carotenoids [22–25], which the presence of can be
detected by analysis of their absorption spectrum [26–28].
Notably, Nannochloropsis [29, 30] and other algae as well
[31, 32], have been observed to exhibit significant changes
in the optical activity of carotenoids with respect to chloro-
phyll a. These changes have been associated to a response
to nitrogen availability and fatty acid content.
In this paper we show that Nannochloropsis oceanica
exhibits changes in the optical activity of carotenoids with
respect to chlorophyll a also in response to modulation of
the incident light associated with the light/dark periods.
In the next sections, we present, describe, and model this
phenomenon, finally we discuss and conclude our analysis.
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Methods
Identification of the microalgae strain
A Nannochloropsis wild-type strain obtained from coastal
waters of Brazil was used in this study. For identification
of this microalgae, the total genomic DNA of the strain
was isolated from 30 mg of fresh algal biomass using the
cetyl trimethylammonium bromide (CTAB) DNA extraction
protocol [33]. It was followed by PCR (polymerase chain
reaction) amplification of the rbcL DNA region using the
primers Fw rbcL 192 (5′ - GGT ACT TGG ACA ACW
GTW TGG AC - 3′) and Rv rbcL 657 (5′ - GAA ACG
GTC TCK CCA RCG CAT - 3′) [34]. The PCR products
were sequenced using a 3130 genetic analyzer (Applied
Biosystems) and the forward and reverse sequences
obtained were aligned and edited using Geneious 9.1 soft-
ware (Biomatters).
The identification of microalgae using only morphologic
data is not a precise method for distinguish species, espe-
cially for the strains that have high morphologic similarity.
However, the correct identification of a microalgae strain
has a crucial role in metabolic studies, since it is a diverse
group of microorganisms that have significant metabolic
differences among its species. To avoid misidentification
and to increase the speed of the process, the use of molec-
ular tools to identify species is an alternative to fulfill these
requirements. These tools identify regions in the organism’s
DNA that show very low variation rates in samples of the
same species. However, this region varies enough to iden-
tify if it is a different microorganism strain or species. For
microalgae, the marker rbcL shows these characteristics and
can be used with this purpose. The similarity analysis of the
consensus rbcL sequence using the BOLD systems resulted
in a top hit of 98.69 % for a Nannochloropsis oceanica
strain deposited in the BOLD database (Accession number:
HQ710610).
Experimental setup
We used a laboratory-scale automatized photobioreactor
to maintain 1-l culture of Nannochloropsis oceanica in
a constant density, temperature, and salinity (107 ± 105
cells/ml, 25 ± 0.1 ◦C and 30 ppt, respectively) environment
for several days. The density was controlled by a dilution
system that works via feedback between an optical den-
sity module that measures the culture absorbance at 640
nm and a peristaltic pump with two heads that simulta-
neously add/remove the same amount of medium/algae on
the reactor whenever the absorbance increases beyond a set
point. The correspondence between absorbance at 640 nm
and the algae density was found to be linear by a previ-
ous calibration using a Neubauer chamber. The temperature
was controlled via feedback between a digital thermome-
ter immersed in the culture and thermoelectric modules
attached to the reactor vessel. Such a vessel consists of
a cylinder with a 4.5-cm radius made out of transparent
borosilicate glass. The culture was fed with Guillard’s f/2
growth medium [35] and aerated with CO2-enriched atmo-
spheric air (2000 ppm). The microalgae were kept under
12/12 light/dark cycles of cool white LEDs (6000 K and
≈ 500 lumens at the glass wall). The culture growth dynam-
ics was monitored using pH and dissolved oxygen (DO)
probes, as well as the instantaneous growth rate (given by
the dilution rate). The absorption spectrum on the region
of the photosynthetically active radiation (400–700 nm)
was measured by a fiber-based CCD spectrometer together
with a stabilized tungsten-halogen light source (360–2600
nm). The ends of the optical fibers attached to the light
source and to the spectrometer are held together facing
each other by a Teflon ring, which is submerged in the
culture and defines an optical path of 5 mm in which the
microalgae can continuously flow through. The culture is
kept homogeneous by the airlift generated by the aera-
tion and by a magnetic stirrer located at the bottom of the
vessel.
Absorption spectrum
The absorption spectrum is represented as the sum of the
optically active pigment contributions over the time
A(λ, t) = Cchl(t)Achl(λ) + Ccar(t)Acar(λ) + C0(t)A0(λ),
(1)
where Achl and Acar represent the absorption spectra of
chlorophyll a and carotenoids, respectively. A0 represents
Table 1 Parameters for the Nannochloropsis absorption spectrum
according with Eqs. 1 and 2
a λ (nm) w (nm)







car 0.432 464.5 9.4
0.946 485.1 13.9
0 0.442 505.5 12.4
0.569 512.3 32.3
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Fig. 1 The Nannochloropsis
absorption spectrum and its
components according to Eqs. 1,
2 and Table 1. In this figure, the
contribution of each component
is shown using typical values of
the C coefficients found in our
experiment
all the remaining features of the spectrum. They are all










where α stands for chl, car, and 0. The coefficients Cα(t)
give the contributions of α over time. The values of aαi , λαi
and wαi are given in Table 1. Figure 1 illustrates our model
for the Nannochloropsis oceanica absorption spectrum and
its components. This representation is very close to those
used to represent the absorption spectra of Nannochloropsis
sp. [26] and Nannochloropsis salina [27].
Results
Every five minutes pH, DO, density and the absorption
spectrum of the culture were obtained. The last one was cal-
culated through the transmittance of light from λ=425 to
725 nm, with resolution of 0.5 nm, and the Beer-Lambert
law
A(λ, t) = − ln I (λ, t)
Im(λ)
, (3)
where I (λ, t) is the radiant flux transmitted through the
algae culture at wave length λ at time t , and Im(λ) is the
Fig. 2 a Experimental
absorption spectrum (3) and its
analytical representation (1).
Strong agreements as the one
shown for this single case were
found for all the obtained
spectra over time. b Absorption
spectra during 72 h (in black). It
can be seen that the only region
where significant changes occur
lies around the absorption peak
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radiant flux transmitted at wave length λ through the pure
growth medium. A curve fitting algorithm was used to find
the values for Cchl(t), Ccar(t) and C0(t), in Eq. 1, that best
adjust each one of the spectra obtained with Eq. 3 over
the time. Figure 2a compares one of the fitted curves to its
respective experimental data and shows a strong agreement
between both. Figure 2b presents all the spectra obtained
along the last 72 hours of the experiment. It can be easily
seen from this figure that the region around the absorp-
tion peak of the carotenoids is the only one that presented
significant changes over time.
The observed changes in the optical activity of
carotenoids with respect to chlorophyll a can be better
understood in terms of the Cchl(t), Ccar(t) and C0(t) coeffi-
cient values. While Cchl and C0 remained constant and equal
to 1.16 and 0.53, respectively, Ccar presented an oscillatory
pattern around 0.55. In Fig. 3 it is easy to see that such a
pattern follows the culture growth dynamics associated with
the 12/12 light/dark cycles.
Discussion
Consistent diel oscillations in the optical activity of
carotenoids were observed in the absorption spectrum of
Nannochloropsis oceanica. The exact mechanism behind
this pattern is yet to be understood. However, some assump-
tions about the phenomenon can be made. In particular, it
is known that pigments display a different absorption cross
section once they are packaged inside a cell. This can be
due to the non-linear dependence of absorption on pigment
concentrations, cell refractive index, cell size, or pigment
location within the cell [28]. Regarding these possibilities,
the question that rises is how the light modulation could
affect the biophysical mechanisms behind these features.
Particularly, changes in cell size due to growth and division
can also lead to variations in attenuation cross section [36].
However, such variations would be detected equally regard-
ing absorption due to carotenoids and chlorophyll a in a way




Fig. 3 Diel patterns associated with the 12/12 light/dark cycles. a
Photosynthesis and respiration lead pH and dissolved oxygen (DO)
to have different equilibrium values during light and dark periods. b
Algae density was kept constant during the entire experiment due to the
dilution system that simultaneously add and remove the same amount
of medium and algae on the reactor whenever the density increased
beyond the set point (107 cells/ml). As expected, the presence of light
increases the amount of oxygen, decreases the CO2 concentration
(increasing the pH), and allows the algae to grow, as seen by the dilu-
tion rate (derivative of the dilution curve). During the dark periods,
the oxygen is no longer produced and the CO2 is no longer consumed
(decreasing the pH), the dilution rate then equals zero. c A consistent
diel pattern is observed for the optical activity of carotenoids. This
oscillatory pattern is slightly out of phase (approx. 2 h) with respect to
the light/dark cycles
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A possible cause for changes in the carotenoid absorp-
tion could be nitrogen starvation [29, 30]. This condition
would increase the carotenoids-to-chlorophyll absorption
ratio, similarly to what was observed during the light peri-
ods but, since the culture was grown in a continuous mode,
the insertion of medium would prevent such starvation.
Besides that, there is no nitrogen compensation during the
dark periods that could be responsible for the decreases of
Ccar values while there is no dilution of the culture. This
leads us to think that even if nitrogen could affect the values
of Ccar, that would not happen with an oscillatory pattern as
the one observed.
A more interesting cause for the observed oscillations of
carotenoids optical activity could be the non-photochemical
quenching (NPQ) processes that occur in almost all photo-
synthetic Eukaryotes. Reference [37] is a very good paper
on this subject. According to present understanding, these
processes help to regulate and protect the photosynthetic
apparatus from damage caused by reactive oxygen species
(ROS). NPQ involves conformational changes within the
PSII (Photosystem II) antenna and the activation of the
xanthophyll (oxygenated carotenoids) cycle triggered by
the decrease in lumen pH in excessive light. During the
light periods, the observed increase in Ccar can be associ-
ated to the increase in the quantity of specific xanthophyll
species (antheraxanthin and zeaxanthin) inside a cell due to
a decrease in lumen pH. On the other hand, during the dark
periods, the process is reversed, decreasing Ccar.
Conclusions
A consistent diel pattern in the carotenoid optical activ-
ity was observed in a Nannochloropsis oceanica culture
cultivated in a controlled lab-scale photobioreactor. This
phenomenon seems to be related to NPQ processes. The
ability to measure in vivo such a pattern and its interpre-
tation could provide a valuable non-destructive monitoring
tool of how photosynthetic energy conversion works.
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Stability Diagrams for Paul Ion Traps Driven by Two-Frequencies
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ABSTRACT: In this paper, we present and discuss stability diagrams for Paul traps driven by
two ac voltages. In contrast to a typical Paul trap, here we suggest a secondary ac voltage whose
frequency is twice the frequency of the primary one. The ratio between their amplitudes can be
used to expand the region of stability and to access diﬀerent states of motion of trapped ions.
This provides a further mechanism to trap, cool, and manipulate single ions and also to
improve the experimental framework where ion clouds and crystals can be prepared and controlled. Such approach opens the
possibility of designing more sophisticated trapping architectures, leading to a wide variety of applications on ion trap research
and mass analysis techniques.
1. INTRODUCTION
Paul traps1 have been widely used to conﬁne and isolate ions
from external perturbations. Among several applications stand
out the detection of molecules, from simple to complex ones,
by quadrupole mass spectrometry2,3 and several experiments
with single trapped ions and quantum optics (see ref 4 and
references therein). Even ordered structures can be created
inside Paul traps giving access to highly controllable systems
where a wide variety of statistical, quantum, computational, and
interrelated phenomena can be tested.5−29 Together with
developments in the generation of cold ions, this technique
allows an impressive progress on the studies of Coulomb
crystals30−40 and the understanding of the behavior of
molecules and chemical reactions at ultralow energies.41−45
The main feature of Paul traps is the use of periodic
quadrupole electric ﬁelds in order to keep charged particles in a
well-characterized state of motion. In this way, it is possible to
overcome the Earnshaw’s theorem and dynamically conﬁne
charged particles in space. Typical Paul traps use a dc voltage
superposed to a single frequency ac voltage applied to speciﬁc
arrangements of electrodes, usually with linear or cylindrically
symmetric geometries.4 Recently, great attention has been
devoted to microfabricated surface-electrode traps and their
uses in quantum information processing.46
In this paper, the theory of Paul traps driven by two ac
voltages is presented and discussed. In contrast to a typical Paul
trap, here we consider a secondary ac voltage whose frequency
is twice the frequency of the primary one. This particular case is
of interest because the problem takes the form of the
Whittaker-Hill equation whose analytical solution method is
well known.47−49 We show that by changing the ratio between
their amplitudes it is possible to expand the stability region,
providing new operating modes for Paul traps and allowing new
ways to perform mass analysis and coupling motional and
electronic states of trapped ions, opening the possibility to
design more sophisticated trapping architectures.
For instance, a speciﬁc secondary frequency can be used to
simultaneously conﬁne ions with widely diﬀerent charge-to-
mass ratios.50 In such arrangement, two almost independent
traps with coincident centers can be formed, allowing an
eﬃcient sympathetic cooling of the heavy ions by laser-cooled
lighter ions. In order to do this, one had to consider a
secondary frequency much higher than the primary one. On the
other hand, our work presents a deeper mathematical analysis
for the case where the secondary frequency is twice the primary
one, and its focus lies on the stability diagrams. Moreover, the
formation of ordered structures depends critically on the
trapping potential and then the presence of the secondary
frequency also expands the experimental framework where ion
clouds and crystals can be prepared and manipulated. In
particular, the secondary frequency can be useful to study
defect formation, structural transitions, and energy exchanges
between modes on Coulomb crystals19,21,22,34,35 and improve
the ongoing eﬀorts to process information using quantum-
mechanical principles.20
In the next two sections, we present the mathematical
background of our analysis and the study of how the secondary
frequency aﬀects the operation of Paul traps. Then we treat the
dynamics of a single ion and, ﬁnally, we discuss and conclude
our analysis.
2. THEORETICAL METHODS
We start by considering periodic voltage
ω ωΦ = + +t V V t V t( ) cos cos 20 0 1 rf 2 rf (1)
where ωrf is the primary radio frequency and V1 and V2 are the
primary and secondary amplitudes to speciﬁc arrangements of
electrodes such that the resulting electric potential at the center
of the trap is given by a parabolic shape
Special Issue: Piergiorgio Casavecchia and Antonio Lagana Fes-
tschrift
Received: December 22, 2015
Revised: February 5, 2016
Published: February 16, 2016
Article
pubs.acs.org/JPCA
© 2016 American Chemical Society 4915 DOI: 10.1021/acs.jpca.5b12543
J. Phys. Chem. A 2016, 120, 4915−4922
109
δ δ δΦ = Φ + +x y z t t
r
x y z( , , , )
( )
2






where r0 is the distance from the center of the trap to the
electrodes and the δ values are geometric factors that fulﬁll the
Laplace condition ΔΦ = 0. For the linear trap, we have δx = −δy
= 1 and δz = 0, while δx = δy = 1 and δz = −2 for the
cylindrically symmetric three-dimensional (3D) trap.
2.1. Whittaker-Hill Equation. To simplify the calculation,
we shall consider a single ion with charge-to-mass ratio e/m and
whose motion lies along the x direction. The motion along the
other directions could be treated in a similar way. The classical






















is a time-dependent scalar potential. Equation 3 can be
rewritten as
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Equation 5 is often called Whittaker-Hill equation.47,48 From
the mathematical point of view, it is similar to Mathieu’s
equation (p = 0) but two main diﬀerences occur. First, for
certain values of ax, qx, and p, two basically periodic solutions
can coexist. Second, if we attempt to solve the Whittaker-Hill
equation using trigonometric series, a ﬁve-term recurrence
relation between the coeﬃcients emerges. The use of the
standard techniques for three-term recurrence relations can be
used by transforming the Whittaker-Hill equation into Ince’s
equation. A remarkable feature of Ince’s equation is that for
certain values of ax, qx, and p, it has ﬁnite solutions or the so-
called Ince polynomials.47,49
According to Floquet’s theorem, a formal solution of eq 5
can be written as
∑τ = μ τ τ
=−∞
∞







where μx is the characteristic exponent. Substituting into eq 5,
we obtain the recurrence relation
γ+ + + + =− + − +C C C p C C[( ) ( )] 0n n n n n n2 2 2 2 2 2 2 4 2 4
(9)
where γ = μ− −n
q




For given values of the parameters (ax,qx,p), the exponent μx

























This relation can be reduced to the compact form47






⎠i asin 2 (0)sin 2x x
2 2 1/2
(11)
The stability of the solution (eq 8) is deﬁned by the
characteristic exponent μx = αx + iβx and is an intrinsic property
of the time-dependent scalar potential (eq 4). When αx ≠ 0, the
solution is unbounded and called unstable. When αx = 0 and βx
is not an integer, two subcases of stable solutions may be
distinguished: if βx is a rational fraction, the solution is bounded
and periodic; if βx is irrational, the solution is bounded, but not
periodic. If αx = 0 and βx is an integer, we have the exceptional
case of basically periodic solutions, that is, solution of period π
or 2π: when βx = 2l, with l = 0,1,2,..., Δ =π( )a(0)sin 0x2 1/2 2
gives the family of characteristic curves ax = a2l(q,p)δx and ax =
b2l+2(q,p), for even and odd solutions of period π, respectively.
When βx = 2l+1, Δ =π( )a(0)sin 1x2 1/2 2 gives the family of
characteristic curves ax = a2l+1(q,p)δx and ax = b2l+1(q,p)δx for
even and odd solutions of period 2π, respectively. For q and p
≥ 0, these curves can be ordered such that a0 < b1 < a1 < b2 < a2
< b3 and so on.
47,48
2.2. Stability Diagrams. The ﬁrst region of stability is
bounded by the values (au,qu,p) that yield either βu = 0 or βu =
1 for all u ∈ x,y,z. For q and p ≥ 0, these values are deﬁned by
the even solutions with period π and 2π. These basically



























Substituting eq 12 into eq 5 gives an eigenvalue equation M2lA
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The eigenvalues of eq 14 provide the family of curves λ =
−a2l(q,p)δx, while the eigenvalues of eq 15 provide the family λ
= −a2l+1(q,p)δx. The boundaries of the ﬁrst region of stability
are deﬁned by the curves a0(q,p)δu and a1(q,p)δu for all u ∈
x,y,z. For the linear trap, the boundary curves are a0(q,p),
−a0(q,p), a1(q,p) and −a1(q,p), while for the cylindrically
symmetric 3D trap, the boundary curves are a0(q,p), −2a0(q,p),
a1(q,p) and −2a1(q,p).
Figure 1 shows the lowest stability regions in the (q,a) for the
linear quadrupole and the cylindrically symmetric 3D trap. Each
curve in this ﬁgure has been calculated by numerical
diagonalization of eqs 14 and 15 for several values of q and
p. For p = 0, eq 5 becomes Mathieu equation and the result is
the well-known stability diagram for a typical Paul trap. As p
increases, the stability region changes, ﬂattening toward q = 0.
The stability region of the linear trap has two symmetrical tips
at [qA,aA] and [qA,−aA]. For the 3D trap, the stability
boundaries are deﬁned by three corners at [qB,aB], [qC,aC],
and [qD,aD]. In both cases, the stability region has edge at qmax
for a = 0. One can see that the presence of the secondary
frequency expands the typical p = 0 region making all values
between the curves (qA,aA) and (qA,−aA) and between the
curves (qB,aB) and (qA,aD) useful to conﬁne ions inside linear
and cylindrically symmetric traps, respectively.
After calculating the lowest stability regions for several values
of p, we found the curves qmax, qS(p) and aS(p) (with S = A, B,
C, D) that are plotted in Figure 2. Then, we have adjusted
exponential functions
= + +− −g c c ce ep d p d0 1 / 2 /1 2 (16)
to ﬁt the found values of qS and aS as functions of p. Table 1
presents the ﬁtting parameters. These functions permit a
simple, yet accurate, analytical description on how the lowest
stability regions continuously change with p, opening the
possibility to design more general trapping architectures.
3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Operation Modes. The linear quadrupole, originally
developed for mass spectrometry by Paul and co-workers,51 is
Figure 1. Lowest stability regions for some values of p for linear traps (a) and for cylindrically symmetric 3D traps (b). The dashed curves (qS,aS),
with S = A, B, C and D, connect the corners of regions with diﬀerent values of p. In both cases, the stability region has an edge at qmax for a = 0. The
presence of the secondary frequency expands the typical p = 0 region, making all values between the curves (qA,aA) and (qA,−aA), as well as the
region between the curves (qB,aB) and (qD,aD), useful to conﬁne ions inside linear and cylindrically symmetric traps, respectively.
Figure 2. Values of a (squares) and q (circles) of the corners of the
lowest stability region as a function of p (see Figure 1). Panel (a)
shows the coordinates of the tip of the linear trap. Panels (b−d) show
the corners of the lowest stability region for the cylindrically
symmetric 3D trap. Panel (e) shows the values of qmax. In all panels,
solid lines represent the ﬁtting functions (see text and Table 1).
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widely used in many areas as mass ﬁlter, ion guide,1,3 and as
linear ion trap.52−55 Its operation is based on the stability
diagram for p = 0 illustrated in Figure 3a. For ﬁxed values r0,
ωrf, V0, V, p, all ions with the same charge-to-mass ratio e/m
have the same operating point in the diagram. In the q axis (a =
0), one has stability from 0 < q < qmax(p) where according to eq
16 and Table 1
= +− −q p( ) 0.60e 0.32ep pmax
/2.90 /19.25
(17)











have stable orbits and the quadrupole ﬁeld works as a high-pass
mass ﬁlter where the minimum mass can be adjusted with p. As
in the typical p = 0 case, the mass range Δm becomes narrower
with increasing V0 and approaches Δm = 0 if the operation line
goes through the tip of the stability region. As shown in Figure
3a,c, the location of the tip depends on p and the slope of the
operating line passing through it is given by cA(p) = aA(p)/
qA(p) = 2V/V0. For a given value of p, if one changes V0 and V
in such a way that V = cA(p)V0, one brings the ions of the
various masses successively into the stability region while
scanning through the mass spectrum. In contrast to the typical
p = 0 case, deﬁned by the constant slope cA(0) ≈ 0.3357, the
presence of the secondary frequency allows the slope of the Δm
= 0 operation line to be set within the interval cA(0) ≤ cA(p)
<∞.
The cylindrically symmetric 3D trap can be used as an ion
store in which ions can be conﬁned in or ejected from.1,2 Its
operation is illustrated in Figure 3b,d. As for the linear case, the
mass range of the conﬁned ions can be chosen by the slope of
the operation line. For a = 0, the concentration of a given mass
can be determined by detecting the ejections at qmax(p). The
quadrupole ion trap works as a mass spectrometer when
operated in such manner. Setting the operation line on the tip
of the stable region, that is, cD(p) = aD(p)/qD(p) = −2V/V0,
one can trap ions of a speciﬁc mass number.
The key point of this new approach is the use of the
amplitude modulation of the periodic voltage (1) to tune the
conﬁnement dynamics inside Paul traps. The advantage is that
one can change the shape of the stability area through p while
keeping the driving frequency ωrf, the dc voltage V0 and the
primary ac voltage V constant. Moreover, this alternative way to
trap ions and perform mass analysis can be implemented in any
quadrupole hardware by simply changing the output of the
wave generator to a more general form given by eq 1. In the
limit case p = 0, we recover the behavior of typical Paul traps.
Note also that in this approach a given point (q,a) in the
stability diagram that deﬁnes a unstable motion in the case p =
0 can now deﬁne a stable motion for a speciﬁc value of p > 0.
This means that for given values ωrf, V0, and V, one can design
a trap with diﬀerent size r0 as deﬁned by eqs 6 and 7.
3.2. The Eﬀective Potential. Inside the ﬁrst region of
stability, where 0 < βu < 1 for all u ∈ x,y,z, the motion of a
trapped ion is a combination of a secular motion with
frequency βuωrf/2, and a micromotion with frequency ωrf.
For small values of βu, we have a slow secular motion with
respect to the micromotion. In this case, the eﬀective force on
the particle can be assumed as a time average force and the ion
motion can be determined approximately by an eﬀective
potential.56
The equation of motion (3) can be written as
̈ = +mx F x f x t( ) ( , ) (19)
where





ω ω ω= − +f x t m q t p t x( , )
2




On time scales longer than the driving period 2π/ωrf, the
particle will move in a smooth path X(t), that is, the secular
motion. The force f(x,t) makes the ion oscillate around X(t)
Table 1. Fitting Parameters Used in Equation 16a
c0 c1 d1 c2 d2
qA 0 0.49 3.15 0.23 20.51
aA 0.40 0.02 0.42 −0.18 7.79
qB 0 0.57 3.43 0.22 25.29
aB 0.26 0.03 0.64 −0.14 8.60
qC 0 0.94 3.05 0.41 22.80
aC −0.91 0.24 2.48 0.13 12.42
qD 0 0.88 3.14 0.37 22.46
aD −1.14 0.24 3.19 0.24 13.77
qmax 0 0.60 2.90 0.32 19.25
aFor details see Figures 1 and 2.
Figure 3. Coordinates of the tip of the stability region for the linear
(a) and for the cylindrically symmetric 3D trap (b). The slopes of the
Δm = 0 operation lines as a function of p are plotted in panels (c) and
(d).
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with micromotion ξ(X,t). The resulting trajectory can be
written as
ξ= +x t X t X t( ) ( ) ( , ) (22)
where the mean value of the micromotion over the driving
period is ξ = 0 and consequently x = X(t). Substituting eq 22
into eq 19 and expanding in powers of ξ up to the ﬁrst-order
terms, we obtain










( ) ( , )
d ( )
d
d ( , )
d x X
(23)
Then, assuming ξ ̈ =m f X t( , ), one ﬁnds that










cos 2 ]x rf rf
(24)
Substituting on eq 23 and averaging over one period we obtain













is the eﬀective harmonic potential and




















is the p-dependent eﬀective frequency. For p = 0, we retrieve
the pseudopotential approximation for typical Paul traps.57
Figure 4 illustrates the shape of Ue(X) for a = 0 and some
values of p. For given values of ωrf and q, p can be used for an
eﬀective control of the potential well depth. Therefore, the
presence of the secondary frequency provides a further
mechanism to change the region of conﬁnement and also the
amount of kinetic energy transferred to an ion by changing.
3.3. Classical Motion. Figures 5 and 6 present the results
of numerical simulations of the conﬁnement inside linear and
3D traps, respectively. They were obtained using the typical
fourth order Runge−Kutta method to integrate the equations
of motion. For the sake of illustration, we have chosen some
representative values for the parameters q, a, and p.
The top panels of Figure 5 present the trajectory inside the
linear trap and the corresponding phase portraits for p = 0
(Mathieu’s case). Similarly, for the middle panels we set p = 2
and for the bottom panels p = 5. In all cases, we have used the
same initial conditions, x = z = 0 and dx/dτ = dz/dτ = 1, and q
= 0.25, a = 0.01. These are typical parameter used to conﬁne
single ions or ion clouds in linear traps.4,31,33 The trajectories
inside a 3D trap are shown in Figure 6. The top panels present
the trajectories and the corresponding phase portraits for q =
1.23, a = −0.63, and p = 0. For the middle panels, we set q =
0.80, a = −0.76, and p = 2, and for the bottom oneswe set q =
0.47, a = −0.88, and p = 5. In all cases, we have used the same
initial conditions, z = r = (x2 + y2)1/2 = 0 and dz/dτ = dr/dτ =
1. These parameters are located close to the tip (qD,aD) (see
Figure 3).
The simulations of Figures 4 and 5 illustrate the eﬀect of p
over the motion of a trapped ion, for example, by increasing or
decreasing its spacial conﬁnement and velocity. More
speciﬁcally, one can see that it can be used to access diﬀerent
oscillatory motions, that is, diﬀerent secular/micromotion
couplings inside the trap. Note, however, that eq 5 is linear
and, therefore, no matter how complicated the time depend-
ence of the voltages applied to the trap is a single ion cannot be
driven into typical nonlinear chaos. Nevertheless, the
interaction between two stored ions or the damp caused by
the interaction with a laser are suﬃcient to induce chaotic
motion inside typical Paul traps.6,11,58,59
It is known that deviations from the ideal quadrupole
potentials (such as misalignments, nonideal shape, or
truncation of the electrodes) may lead to resonances at certain
operating points that make the ion orbits unstable.60,61 It is also
known that the application of an axial DC potential in the linear
trap gives rise to a harmonic defocusing radial potential.54 The
manifestation of all these phenomena in the presence of the
secondary ac voltage still deserves further investigations.
3.4. Quantum Dynamics. In general, if a, q, and p are such
that βx ≪ 1, the quantum dynamics of a trapped ion can be
treated through the eﬀective harmonic potential (eq 26) with
number states |n⟩ and energy values En(p) = (n + 1/2)ℏν(p)
(see Figure 7). The interaction with laser light can be described
by considering only two internal energy levels of the trapped
ion, labeled |g⟩ and |e⟩, split by ℏω. This eﬀective two-level
system can be driven at resonance by laser light with wave
vector k and frequency ω−δ. Depending on the detuning δ, it is
possible to couple the ion’s electronic and motional states.62
The Lamb-Dicke regime represents the situation where the
extension of the motional wave function of the ion is much
smaller than the wavelength of the incident light ﬁeld. In this
regime, transitions changing the motional state number by
more than one can be neglected. The interaction of the laser
ﬁeld with the two levels of the trapped ion can be described by
the Hamiltonian4
σ η̂ = ℏΩ + ̂ + ̂ν ν δ+ − † −H i p a a e2









⎦⎥p k m p( ) 2 ( )
1/2
(29)
is the Lamb-Dicke parameter, now depending on p. The laser’s
intensity and its coupling strength to the ion are included in the
Rabi frequency Ω0 and, a ̂ and a†̂ are the creation and
Figure 4. Examples of the eﬀective harmonic potential as a function
the reduced distance x (see eq 5 for details). For given values of a, q,
and ωrf, the increasing of p causes the narrowing of the conﬁnement
region.
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Figure 5. Trajectories and phase portraits of particles conﬁned inside a linear trap using selected values of p. Panels in the top, middle, and bottom
rows refer to p = 0, p = 2, and p = 5, respectively. For all cases a = 0.01 and q = 0.25.
Figure 6. Trajectories and phase portraits of particles conﬁned inside a cylindrically symmetric 3D trap using selected values of p, a and q. In the top
panels, we have p = 0, a = −0.63, and q = 1.23. For the middle panels, we have p = 2, a = −0.76 and q = 0.8, and for the bottom ones we have p = 5, a
= −0.88 and q = 0.47.
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annihilation operators. This Hamiltonian will give rise to three
types of transitions. When δ = 0, we have carrier transitions |
n,g⟩↔ |n,e⟩ with frequency Ω0. These transitions will not aﬀect
the motional state. Electronic and motional degrees of freedom
can be coupled by tuning the laser to one of the p-dependent
sideband frequencies ω ± ν(p) that drive transitions |n,g⟩ ↔ |n
± 1,e⟩ with frequencies
ηΩ = Ω ++ p n p( ) ( 1) ( )n n, 1 0 1/2 (30)
ηΩ = Ω− p n p( ) ( )n n, 1 0 1/2 (31)
This dependence on p can be used to tune the sideband
frequencies and also to analyze the states of motion, improving
our ability to cool and manipulate trapped ions.62−64
4. CONCLUSIONS
In summary, the diagrams for the lowest stability region of Paul
traps driven by two frequencies were presented and analyzed.
In contrast to typical Paul traps, here we have a secondary
frequency that is double the primary one. The ratio between
their amplitudes deﬁnes the new control parameter p that can
be used to continuously change the shape of the stability
region, providing diﬀerent operation modes of Paul traps as
mass ﬁlters, ion guides, ion sources, or ion traps. Because the
position of the tip of the stability region (see Figure 3) can be
moved with p, operating lines with diﬀerent V/V0 ratios can be
used. Moreover, for ﬁxed values of ωrf, a, and q, the parameter p
can be used to adjust the potential well depth, and therefore the
energy diﬀerence between motional levels (see Figure 7),
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